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Résumé :

L’objectif de ce travail est de mettre en place un procédé d’extraction de chitosane et de
propolis et de démontrer leurs pouvoirs antibactériens ainsi que celui du combiné (chitosane /
propolis). Les résultats ont montrés que les différents extraits de chitosane Els, E1; E2 et E3
ont correctement été déminéralisés avec un taux de cendres totales largement inférieure a 1%
marquant qu’E3 1’a été totalement et sa solubilisation était remarquable a 1% dans de 1’acide
acétique a 1,5%. Les rendements de chitine et de chitosane de ces extraits ont été de 1’ordre de
34%, 19,35%, 22,78% et 20,13% et de 38,24%, 75,20%, 93,76% et 97,24% respectivement et
celui de I’extrait éthanolique de la propolis été estimé a 17,85%. Les expérimentations
révelent qu’E2 et E3 purs, présentent une activité antibactérienne avec des diamétres
d’inhibition de 1’ordre de 11,52 + 1,36 mm et 12,84 + 1,63 mm pour S. aureus et de 11,97 +
0,16 mm et 15,77 £ 0,79 mm pour E. coli respectivement avec des CMI de 0,5% et 2% pour
S. aureus et E. coli significatives a E3. La propolis a présenté un pouvoir antibactérien pour S.
aureus avec des diamétres d’inhibition de 14,95 + 0,45 mm, 14,58 + 0,95 mm, 13,96 + 0,83
mm, 13,82 £ 1,12 mm et 11,12 + 0,81 pour les concentrations (6%, 8%, 10%, 12% et 40% de
propolis). L’effet combiné (Ch. E2 + Pro) a relevés pour S. aureus des diametres d’halos
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d’inhibition négligeables allant de 2,41 = 0,09 mm a 6,18 + 0,58 mm avec des CMI de 25 % /
75 % (chitosane / propolis) pour les deux pathogénes S. aureus et E. coli.
Mots clés : recyclage, économie circulaire, développement durable, extraction, chitosane,

propolis, synergie, effet antibactérien.

Abstract :

The objective of this work is to set up an extraction process of chitosan and propolis and to
demonstrate their antibacterial powers as well as that of the combined (chitosan / propolis).
The results showed that the different extracts of chitosan Els, E13, E2 and E3 were correctl
demineralized with a total ash rate largely lower than 1% marking that E3 was totally
demineralized and its solubilization was remarkable at 1% in acetic acid at 1.5%. The chitin
and chitosan yields of these extracts were in the order of 34%, 19.35%, 22.78% and 20.13%
and 38.24%, 75.20%, 93.76% and 97.24% respectively and that of the ethanolic extract of
propolis was estimated at 17.85%. The experiments reveal that pure E2 and E3, present an
antibacterial activity with inhibition diameters of about 11.52 + 1.36 mm and 12.84
+ 1.63 mm for S. aureus and 11.97 £ 0.16 mm and 15.77 £ 0.79 mm for E. coli respectively
with MICs of 0.5% and 2% for S. aureus and E. coli significant at E3. Propolis exhibited
antibacterial potency for S. aureus with inhibition diameters of 14.95 + 0.45 mm, 14.58
+ 0.95 mm, 13.96 £ 0.83 mm, 13.82 £ 1.12 mm, and 11.12 + 0.81 for concentrations (6%,
8%, 10%, 12% and 40% propolis). The combined effect (Ch. E2 + Pro) showed negligible
inhibition halo diameters for S. aureus ranging from 2.41 + 0.09 mm to 6.18 + 0.58 mm with
MICs of 25% / 75% (chitosan / propolis) for both S. aureus and E. coli pathogens.

Keywords : recycling, circular economy, sustainable development, extraction, chitosan,

propolis, synergy, antibacterial effect.
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- HCI : acide chlorhydrique.

- CO;: gaz dioxyde de carbone.

- NaOH : hydroxyde de sodium ou de potassium.
- DD : Degré de Désacétylation.

- NH*": groupement amino (ammoniac).

- VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine.
- fD: fraction de monomeére glucosamine.

- ADN : acide désoxyribonucléique.

- SRAS-CoV-2 : agent étiologique du COVID 19.
- COVID 19 : maladie a coronavirus 2019.

- CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.

- CBM : Concentration Bactéricide Minimale.

- COX: enzyme cyclooxygénase.

- DPPH : 1,1 diphényl-2-pictylhydrazyle.

- OVA : ovalbumine.

- IgE : immunoglobulines E.

- 1gG : immunoglobulines G.

- UFC : Unité Formant Colonie.

- BHI : Brain Heart Infusion.

- Wra: Weight total Ash-

- DMSO : diméthylsulfoxyde.

- MH : Mueller-Hinton.

- Els: extrait de chitosane (Essai 1 (500 pum)).

- El;: extrait de chitosane (Essai 1 (300 pm)).

- E2: extrait de chitosane (Essai 2 (300 pum)).

- E3: extrait de chitosane (Essai 3 (150 pm)).

- Ch: chitosane.

- Pro: propolis.

- ATB : antibiotique.

- Ao : Absorbance a une longueur d’onde de 600 nm.
- As30 : Absorbance a une longueur d’onde de 630 nm.
- Vol /vol : volume / volume.

- w/w : weight/weight.
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Le gaspillage alimentaire et parmi tous les types de déchets est considéré comme I'un
des problémes les plus préoccupants a surmonter dans le monde car ¢a aura un impact
significatif sur tous les objectifs de développement durable (ODD). Les déchets alimentaires
d'origine marine comprennent principalement les fruits de mer, le poisson et les ressources de
production d'aliments pour animaux. A partir des crustacés commercialisés chaque année, 6 a
8 millions de tonnes de précieuses carapaces de crevettes, homards et/ou crabes sont produites
dans le monde (Acosta et al., 2022).

Le niveau de vie des communautés cotieres en Algérie est amendé par le biais de
I’activité de péche au role important dans le développement socio-économique, secteur
stratégique au méme titre que I’agriculture et la santé (Zaimen et al., 2021).

Les crevettes sont parmi les produits aquacoles les plus commercialisés (FAO, 2020),
et tant de sources de production de chitine a 1’origine de I’obtention du chitosane (Santos et
al., 2020).

Le chitosane bio-polymere cationique a suscité un grand intérét dans un passé récent
principalement en raison de sa faible toxicité et de ses propriétés bio-adhésives. Sa charge
positive permet la formation de complexes avec des molécules de charge opposée
interagissant de ce fait facilement avec des composés de charge négative. De tels complexes
peuvent étre utilisés comme systémes de délivrance pour incorporer un certain nombre de
composés bioactifs pour réduire les bactéries.

De méme, il a été prouvé que les flavonoides des extraits éthanoliques de la propolis
détiennent également une propriété antibactérienne, d’ou son utilisation par les abeilles pour
protéger les ruches des infections et renforcer leur parois. C'est une substance résineuse et
balsamique de couleur vert-brun, brun ou noir avec une saveur amere prononcée et un aréme
doux et agréable. Elle est composée de : résine, baumes, huiles essentielles, flavonoides,
phénols, composés aromatiques, cire, pollen, acides aminés, vitamines et de minéraux.
Parallelement a I'action désinfectante, la taille des nanoparticules joue un réle important dans
I'activité antibactérienne (Parolia et al., 2020).

Les matériaux polyméres jouent un réle important dans notre société moderne grace a
une gamme de propriétés uniques et adéquates pour la fabrication d'une large gamme de
produits a faible colt, légers et performants fondamentaux pour le développement

technologique et sociétal (Cruz Sanchez et al., 2017).
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Notre travail est dirigé de fagcon a mettre en avant les bio-propriétés plus précisément
I’activité antibactérienne du chitosane ainsi que celle de la propolis que nous allons extraire
au cours de nos expérimentations.

Le choix de ces matieres premiéres se résume en leur haute valeur nutraceutique non
exploité jusqu’a présent dans notre territoire national. Ce mémoire est organisé autour de trois
parties :

La premiere partie de cette étude aborde et expose les données bibliographiques
relatives au chitosane ainsi qu’a la propolis.

La deuxiéme partie fait état de I’étude expérimentale exposant les méthodes
appliquées lors de I’avancement de ce mémoire allant de I’extraction de chitosane et propolis.

La troisieme partie rapporte et discute les résultats obtenus d’apres le travail abouti.



Synthése
bibliographique



Chapitre 1

Le chitosane
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I Lechitosane :

.1 Historique du chitosane :

II'y a 200 ans déja, la chitine un composé important a été découvert lors d'une
recherche fortuite. En 1799, en traitant des carapaces de crabes et de crevettes avec de
I'acétone et des acides nitriques dilués, Charles Hatchett a constaté que ces carapaces dures
devenaient jaune pale et moussaient aprés une période de traitement. Malheureusement, ce
phénomene n'a pas été exploré en profondeur. En 1811, le chimiste Henri Braconnot directeur
du Jardin botanique francais a nommé la chitine fongine dans sa dissertation. En 1823, en
traitant expérimentalement les hannetons avec un oxydant fort on a découvert que la matiére
insoluble dans l'alcali pouvait étre séparée, et Auguste Odier I'a donc nommée chitine. Il
pensait que la chitine était une substance spéciale qui était renouvelable dans les insectes et
les plante. Historiquement, le chitosane était obtenu en traitant la chitine de différentes
sources avec une solution iodée acidifiée. Charles Rouget a été le premier scientifique de
I'histoire a décrire la désacétylation de la chitine. Cette découverte a ouvert des perspectives
pour l'utilisation a grande échelle de la chitine. Cependant, Rouget a nommé le produit qu'il a
trouvé comme étant de la chitine modifiée, et ce n'est qu'en 1894 que Felix Hoppe-Seyler a
appelé ce dérivé comme étant du chitosane. Au 20°™ siécle, la recherche sur la chitine et le
chitosane avait fait des progres sans précédent. Les chercheurs ont découvert que la chitine
était composée de glucosamine monosaccharide. Dans les années 1950, la premiére
monographie sur la chitine et le chitosane a été publiée (Tian & Liu, 2020).

Le nom actuel " chitosane " a été mis au point par Felix Hoppe-Seyler, un
physiologiste et chimiste allemand, qui a traité les traité des carapaces de différentes créatures
(araignée, scorpion et crabe) avec de la potasse caustique a une température de 180 °C et a
obtenu ce produit. Ce produit était soluble dans de I'acide chlorhydrique et l'acide acétique
dilués (Shivakumar et al., 2021).

1.2 Définition du chitosane :

Le chitosane est un polysaccharide linéaire, copolymére d'unités (1—4)-liées de 2-
amino-2-désoxy-B-D-glucopyranose (GIcN) et de 2-acétamido-2-désoxy-p-D-glucopyranose
(GIcNAc). Bien que naturellement présent dans les champignons Mucoraceae, le chitosane
est obtenu industriellement par N-désacétylation thermochimique de la chitine (Moussa et al.,
2019). Il représente le deuxiéme polysaccharide le plus abondant aprés la cellulose que I'on
trouve principalement dans le squelette des crustacés et des insectes ainsi que dans les parois

cellulaires des bactéries.
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En tant que ressource non toxique, biodégradable et biocompatible, le chitosane a
attiré Il'attention des chercheurs en raison de sa structure physico-chimique et de sa bio-
activité unique (Wei et al., 2019).

1.3 De la chitine au chitosane :

Bien que les configurations de polysaccharides « chitosanes » existent naturellement
dans certains micro-organismes, comme dans les parois d'ascospores de levure, le chitosane
est principalement dérivé de la chitine extraite de déchets de I'industrie de la péche
(exosquelettes d'arthropodes, enclos a calmars, crustacés dont les crevettes et crabes) ou les
crevettes sont la cause la plus prédominante de réactions allergiques telles que 1’anaphylaxie
et le chitosane produit a partir de sous-produits de crevettes est également rapporté comme
cause de réactions allergiques possibles par le biais de contamination par des protéines telle la
tropomyosine libérée apres ingestion.

Telle autre origine d’extraction de la chitine se présentent aussi les champignons
mucoraux appartenant a la famille des Zygomycetes (especes : Mucor, Absidia et Rhizopus)
objet d’une attention croissante et moyen viable pour éviter les allergies alimentaires. En
outre, 1’approvisionnement en déchets de crustacés est limité par la saison et les sites de
I’industrie de la péche tandis que le mycélium fongique peut étre obtenu par un processus de
fermentation commode qui n’a pas de limitations géographiques ou saisonniéres. Les
champignons peuvent étre facilement cultivés en laboratoire avec 1’utilisation de nutriments
bon marché, le matériau de paroi peut étre récupéré en utilisant des procédures chimiques
simples et la qualité constante et approvisionnement de la matiére premiére est en effet
possible (Perini et al., 2020) ; (Giraldo & Rivas, 2021).

D’apres des études et essais d’un physiologiste et chimiste allemand tel cit¢ au
préalable, ce bio-polymeére peut également étre extrait des traités d’araignée, de scorpion et de
crabe (Shivakumar et al., 2021). La figure 1 ci-dessous, illustre les différentes sources guises
d’extraction de la chitine. Cependant, la réactivité chimique et biochimique des formes
polymorphes du chitosane sera supérieure a celle de la chitine (la figure 2 illustre les
structures chimiques de chitine et chitosane), en raison des groupes aminés libres répartis le
long des chaines du chitosane. Ces groupes aminés libres facilitent la solubilisation des

chaines de chitosane par leur ionisation en milieu acide (Giraldo & Rivas, 2021).
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Figure 1 : Les différentes sources de la chitine (Maddaloni et al., 2020).

1.3.1 Définition de la chitine :
La chitine est le deuxieéme polysaccharide naturel le plus répandu apres la cellulose sur
terre. Il s'agit d'un homopolymeére linear de poids moléculaire élevé d'unités de N-
acétylglucosamine (N-acétyl-2-amino-2-désoxy-D-glucopyranose) a liaison B-(1,4). Le
chitosane principal dérivé de la chitine est un copolymeére d'unités glucosamine et N-
acétylglucosamine liées par des liaisons 1-4glucosidiques. La chitine est le constituant majeur
des carapaces des crustacés, des exosquelettes des insectes et des parois cellulaires des

champignons ou elle apporte force et stabilité (Singh et al., 2017).

1.3.2 Structure chimique de la chitine :

La formule moléculaire de la chitine est (C8H1305N)n. Un polymeére polysaccharide
organique est fabriqué a partir de glucose modifié par un processus de cyclisation. La chitine
est l'une des différentes formes de cellulose. C'est un polymére de N-acétyl-D-glucosamine,
alors que la cellulose est un D-glucose. En outre, le pourcentage de la teneur en azote est plus
élevé dans la chitine (6,89 %) que dans la cellulose (1,25 %) (Hossin et al., 2021).
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Environ 16 % des unités de chitine présentes dans la nature sont désacétylées. Il existe
trois formes polymorphes de chitine a, B et y. La forme la plus abondante et la plus facilement
accessible est 'a-chitine. Les molécules de chitine s'alignent de maniére antiparall¢le dans 1'a-
chitine ce qui permet une liaison hydrogene intermoléculaire maximale. Les molécules de
chitine sont en revanche, paralleles dans la B-chitine ce qui est responsable des forces
intermoléculaires plus faibles. La structure des formes o et B ne différe que par le fait que les
empilements de chaines sont disposes de maniére alternativement antiparall¢le dans 1'a-
chitine, alors gu'ils sont tous paralléles dans la B-chitine. La forme y-chitine possede des
caractéristiques des formes a et B, ou deux chaines courent dans une direction et une autre
chaine dans la direction opposée. La y-chitine n'est considérée que comme une variante de la
famille a car elle posséde les mémes propriétés que l'a-chitine. L'a-chitine est la plus
abondante et aussi la plus stable thermodynamiquement, et les formes B et y-chitine peuvent

étre irréversiblement converties en forme o (Singh et al., 2017).

B cHs | [ .
OH °:< OH
NH NH,
HO O HO 0
NH o NH,
O:< OH

CH4
L —In L —In

Chitine Chitosane

Figure 2 : Structures chimiques de chitine et chitosane (Pal et al., 2021).

1.3.3 Extraction du chitosane :

La chitine et le chitosane sont obtenus par deux types de procédés d'extraction : les
méthodes chimiques et les méthodes biologiques. Les méthodes chimiques impliquent
I'utilisation d'acides et de bases forts pour dissoudre respectivement les carbonates de calcium
et les protéines (El Knidri et al., 2018).

1.3.3.1 Procédé chimique :
L’extraction par voie chimique consiste en l'utilisation d'une solution alcaline forte a
des températures et des concentrations élevées provoquant la rupture des chaines

polymériques et établissant un haut degré de désacétylation du chitosane. Ce procédé compte
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trois étapes de base: une déprotéinisation en solution alcaline, une déminéralisation en
solution acide et une désacétylation. 1l est & noter que toutes ces étapes sont directement liées

aux propriétés physico-chimiques de la chitine obtenue (Santos et al., 2020).

- Déminéralisation :

Cette étape est réalisée dans une solution d'acide chlorhydrique diluee (HCI)
consistant & éliminer le carbonate de calcium et le chlorure de calcium, principaux composés
minéraux de I'exosquelette. Chlorure de calcium, qui constitue le principal composé
inorganique de I'exosquelette des crustaces. Au cours de la réaction de digestion, I'émission de
gaz dioxyde de carbone CO; est un indicateur plus ou moins important de la teneur en
matieres minérales. Les matieres obtenues sont ensuite filtrées, lavées jusqu'a neutralité avec

de I'eau distillée, puis sont sechées dans un four pendant une nuit (El Knidri et al., 2018).

- Déprotéinisation :

La déprotéinisation est réalisée par un traitement alcalin en utilisant une solution
diluée d'hydroxyde de sodium NaOH pour éliminer les protéines. Le mélange est filtré, lavé
plusieurs fois avec de I'eau dés-ionisée afin d'éliminer I'exces de NaOH. Puis séché a I'étuve
pendant une nuit. Le produit obtenu est appelé chitine purifiée (ElI Knidri et al., 2018).
Cependant, le traitement au NaOH conduit a I'nydrolyse du bio-polymere, a la diminution du

masse moléculaire et a la désacétylation partielle de la chitine (Pakizeh et al., 2021).

- Désacétylation :

Cette étape consiste a transformer la chitine en chitosane par élimination du groupe
acétyle. La préparation du chitosane est généralement réalisée par traitement avec une
solution concentrée d'hydroxyde de sodium ou de potassium NaOH a température élevée.
Apreés la réaction, la matiere produite est lavée plusieurs fois avec de I'eau distillée jusqu'a

neutralité et puis séché dans un four pendant une nuit (El Knidri et al., 2018).

1.3.3.2 Procédé biologique :

La méthode d'extraction biologique implique l'utilisation de micro-organismes qui
produisent des enzymes et des acides organiques a un co(t relativement faible avec un
processus plus propre et plus écologique favorisant la production d’une chitine de qualité. Elle
a été rendue plus attractive par I'obtention de produits de haute qualité, colt de production
abordable ne générant pas d'effluents chimiques a forte concentration comparé au processus

chimique (Santos et al., 2020). Ce procedé compte :
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- La déprotéinisation enzymatique :

Celle des déchets de I'industrie de la péche visant a obtenir des protéines hydrolysées
est une méthode basée sur Il'ajout d'enzymes pour la fragmentation des protéines ayant
l'avantage d’une non production de produits dégradant de I'environnement, ou les protéases
(papaine, trypsine, pepsine, alcalase et pancréatine) sont de la plus haute importance dans le
processus d'élimination des protéines des residus de fruits de mer lors de I'extraction de la
chitine (Santos et al., 2020).

- Lafermentation :

Les protéines hydrolysées peuvent étre obtenues par les enzymes protéolytiques
produites par les bactéries lactiques activées en raison d'un faible pH du milieu, I'avantage de
ce procedé ce résorbe en la récupération de sous-produits a valeur ajoutée tels que les
protéines, les enzymes et les pigments pouvant étre appliqués dans l'industrie alimentaire.

L'efficacité de la fermentation par les microorganismes dépend directement de la
quantité d'inoculum, de la concentration en glucose dans le milieu, du pH pendant la culture et
du temps de fermentation. Ce type d'extraction a 1’aide de microorganismes devient une
tendance pour les recherches en biotechnologie et en bioremediation (c'est-a-dire
biodégradation stimulée des polluants joints a des substances organiques). Elle peut étre
réalisée par des bactéries productrices de protéases dont: Bacillus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa, Pseudomonas maltophilia et Serratia marcescens (Santos et al., 2020).

1.4 Propriétés physico-chimiques du chitosane :
1.4.1 Degreés de désacétylation DD :

Le chitosane est soluble dans des conditions acides et reste en solution tant que le pH
reste inférieur a 6 - 6,5. Cependant, lorsque le pH est élevé au dessus de 6,5, la plupart des
chitosanes deviennent insolubles produisant une précipitation inconvénient majeur pour les
applications biomédicales ou une solution aqueuse est presque toujours essentielle et cela a
entravé l'utilisation clinique du chitosane. Pour augmenter la solubilité du chitosane au pH
physiologique il est possible de faire varier deux autres paramétres clés : le poids moléculaire
et la distribution des groupes acétyles restants (Moran et al., 2018).

En outre, le degré de désacétylation (DD) du polymere de chitosane est un déterminant
important de sa biodégradabilite. Il a ét¢ démontré qu’il est dégrade par une variété d'enzymes
y compris les chitinases, les chitosanases et le plus souvent les lysozymes. Des études ont

montré que les lysozymes ciblent sélectivement les groupes acétyles contenant du chitosane
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de sorte que les polymeéres de chitosane avec un DD élevé ont une vitesse de dégradation plus
lente que ceux avec un faible DD (fortement acétylé) sont rapidement dégrades. Le DD d'un
polymere de chitosane peut étre directement corrélé au nombre de charges positives qu'il peut
héberger (une augmentation du DD étant proportionnelle & une augmentation de la positivite).
Comme les composants de la surface cellulaire sont pour la plupart chargés négativement, les
interactions entre les polymeres de chitosane et les cellules sont & la fois fortes et rapides. Par
conséquent, on pourrait postuler que plus un polymere de chitosane est chargé positivement,

plus cette interaction sera forte (Moran et al., 2018).

1.4.2 Viscosité :

La viscosité des polymeres est un parametre d'un grand intérét d'un point de vue
technologique car les solutions trés visqueuses sont difficiles a gérer. C'est une méthode
simple et rapide méme si ce n'est pas une methode absolue. Elle représente le niveau de
solides ainsi que le degré d'hydrolyse et d'émulsification des solutions. Par conséquent, la
viscosité du chitosane augmente avec I'augmentation du poids moléculaire. En fait, elle peut
étre utilisée pour déterminer la stabilité du polymere en solution car une réduction est
observée lors du stockage du polymere en raison de sa dégradation (Liu et al.,
2020) ;(Aranaz et al., 2021).

1.4.3 Solubilité :

La solubilité de chaque chitosane a été définie comme la teneur en solide soluble dans
l'eau (p/v) dans la solution de test et dépend de différents facteurs tels que le poids
moléculaire du polymere, le degré d'acétylation, le pH, la température et la cristallinité du
polymére (Aranaz et al., 2021). Elle est mesurée par 1’équation suivante (Chang et al.,
2015) :

S=50-m/V

Avec :

S : Solubilité en (mg / ml)

La valeur cinquante est en (mg)

m : poids sec du solide insoluble en (mg)

V : Volume de I’échantillon égal a 5 ml.

Le chitosane par rapport & la chitine peut étre facilement solubilisé dans certains
acides dilués (solutions acides polaires uniquement car il possede des propriétés de

cristallinité élevées) dépendant des types (minéraux ou organiques) et de la concentration des

9
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acides utilisés (Hazmi et al., 2021). Il est généralement soluble dans des solutions d'acide :
acétique a 1% au pH avoisinant 4 par protonation du groupe amino NH** provoquant une
répulsion électrostatique entre les chaines polymeéres du chitosane ce qui rend la solubilité
correspondante du sel de chitosane, formique (0,2-100 %), chlorhydrique a 1 % au pH allant
jusqu’a 6,5 (nombre décru de groupes N-acétylés et de ses groupes amino primaires), lactique,
glutamique et I’acide nitrique dilué. Par ailleurs, il se présente tel insoluble dans les acides

sulfuriques et phosphorique (Zhang & Yang, 2021 ; Casadidio et al., 2019).

1.4.4 Masse moléculaire :

La masse moléculaire du chitosanes a été déterminée par chromatographie liquide
haute performance a exclusion de taille (SE-HPLC) (Chang et al., 2015). Il a été signalé que
plus sa masse moléculaire est faible, plus il y aura élévation en différences de couleur et en
solubilité du film (Jiang et al., 2020).

1.5 Propriétés biologiques :
En raison de I'abondance et de I'activité des groupes amino et hydroxyle, le chitosane
posséde une gamme impressionnante d'avantages notamment la non-toxicité, la

biodégradabilité, la résistance a la corrosion et I'activité antibactérienne (Cao et al., 2019).

1.5.1 Activité antibactérienne :

La résistance aux antimicrobiens est une nouvelle menace pour la santé, la vie et la
sécurité alimentaire qui nécessite une action mondiale concertée pour étre surmontée
(Hussein et al., 2021).

Le traitement des infections bactériennes, en particulier celles acquises a I'hépital
souléve de sérieuses préoccupations liées au développement rapide du phénomeéne de
résistance aux antibiotiques et a la propagation rapide de souches multi-résistantes ce qui
entraine une limitation drastique des options thérapeutiques. Les espéces bactériennes qui
présentent un grand intérét a I'neure actuelle sont celles qui ont la capacité d'acquérir une
résistance par difféerents mécanismes de transfert génétique tels que la transformation, la
conjugaison, la transduction et les éléments génétiques mobiles parmi ces espéces présentant
un intérét particulier sont Staphylococcus aureus, Enterococcus spp de la famille des
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp (Confederat et al., 2021).

Compte tenu de ces aspects, il existe une pression accrue pour développer de
nouveaux agents antibactériens actifs contre les souches résistantes ou pour valoriser I'activité

antimicrobienne des composés naturels. Le chitosane est un polymere naturel avec un large
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spectre antibactérien incluant les souches bactériennes Gram-positives et Gram-négatives. |l
s'est avéré actif contre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus,
Bacillus megaterium, Lysteria monocytogenes, Lactobacillus brevis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens et Salmonella typhimurium.

L'activité antimicrobienne du chitosane contre une variété de bactéries est bien connue
mais elle est également limitée par sa faible solubilité qui s'explique par sa structure cristalline
rigide. Cependant, la présence de groupes amino libres offre la possibilité de dériver le
chitosane par diverses réactions chimiques contrélées, obtenant ainsi des composés plus
solubles. Les modifications apportées & sa structure telles que la quaternisation et la
substitution hydrophile augmentent la solubilité. Les dérivés du chitosane ont été incluses
dans une série d'études démontrant une activité antimicrobienne beaucoup plus élevée que le
chitosane inchangé a pH 7 contre diverses bactéries telles que Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Confederat et al., 2021).

1.5.2 Activité anti-oxydante :

Les étres humains subissent I'impact de nombreux radicaux libres provenant a la fois
de l'intérieur de leur corps et de leur environnement en particulier les espéces réactives de
I'oxygéne générées dans les organismes vivants au cours du métabolisme. Le stress oxydatif
peut provoquer lactivation involontaire denzymes et des dommages oxydatifs aux
macromolécules cellulaires concluant & de nombreux troubles de la santé notamment des
maladies cardiovasculaires et inflammatoires, vieillissement, diabete sucré, neuro-
dégénératives et cancer. Les antioxydants tels que le chitosane et ses dérivés sont bien connus
pour piéger les radicaux libres ou prévenir les dommages en interrompant la réaction en
chaine de I'oxydation dans le corps humain (Ngo et al., 2015).

Il a été démontré que les propriétés anti-oxydantes dépendent du degré de
désacétylation (DD) et de la concentration du polymeére. Les groupes amino primaires dans la
structure du chitosane jouent un role important en interagissant avec les radicaux libres
formant des groupes NH**. Parmi les quatre formes de groupements aminés se trouvent les
groupements aminés primaires, groupements imino, groupements aminés secondaires ainsi
gue les groupements aminés quaternisés, ces derniers ont démontré une activité anti-oxydante
impressionnante vis-a-vis des radicaux hydroxyles. En particulier, le chitosane de bas poids
moléculaire dés-acetylé a des propriétés anti-oxydantes au pouvoir d’étre considére comme tel

antioxydant naturel (Confederat et al., 2021).
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1.5.3 Activité antifongique :

Les méthodes chimiques telles que l'utilisation de fongicides synthétiques sont
couramment employées pour contréler la croissance des champignons pathogenes et la
contamination par les mycotoxines dans les produits agricoles. Cependant, l'utilisation de
fongicides chimiques est de plus en plus restreinte en raison des préoccupations du public
concernant les résidus chimiques dans les aliments et l'environnement cette utilisation
prolongée de fongicides entraine la prolifération de la résistance dans les populations des
pathogenes (Meng et al., 2020).

Les infections fongiques avec une incidence croissante dans le monde représentent une
préoccupation sérieuse en particulier chez les patients immunodéprimés y compris les
catégories suivantes : diabete, infection par le VIH, différents néoplasmes, thérapie
immunosuppressive et hospitalisation prolongée dans les unités de soins intensifs. Qu'elles
surviennent en primo-infection ou en surinfection aprés une maladie infectieuse virale ou
bactérienne, les infections fongiques posent des problemes liés aux options thérapeutiques et
I'évolution est souvent défavorable (Confederat et al., 2021).

Les especes fongiques les plus fréquemment impliquées dans la pathologie humaine
appartiennent aux genres Candida, Aspergillus, Cryptococcus et Pneumocystis, étant
responsables de plus de 90 % des déceés rapportés dus a des infections fongiques. Les
problemes concernant le traitement de ces infections sont liés au peu d'options thérapeutiques
disponibles et a la toxicité relativement élevée des médicaments existants. De plus, le
phénoméne de résistance aux antifongiques est de plus en plus fréquent et limite
drastiquement ['utilisation des médicaments disponibles. Compte tenu de ces aspects, le
développement de nouveaux agents antifongiques avec un profil de sécurité plus favorable
présente un intérét significatif.

Le chitosane s'est avéré une activité antifongique importante méme si les mécanismes
d'action sont moins étudiés que ceux impliqués dans l'activité antibactérienne. Sur la base des
données disponibles, les champignons semblent étre plus sensibles a I'activité antimicrobienne
du chitosane que les bactéries, son activité antifongique dépend de plusieurs facteurs (poids
moléculaire, degré de désacétylation, concentration en chitosane et pH) (Confederat et al.,
2021).

1.6 Effets fonctionnels et applications du chitosane :
Les propriétés et les applications possibles des solutions de chitosane dépendent de

parametres tels que le degré de désacétylation (ou la fraction de monomeére glucosamine fD),
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le motif de désacétylation, la masse molaire et l'indice de polydispersité. Ces parameétres
doivent toujours étre pris en compte lorsque des applications de ce polymeére sont rapportées.
En outre, dautres facteurs, tels que le degré d'ionisation, doivent également étre pris en

compte lors de I'utilisation de solutions de chitosane (Giraldo & Rivas, 2021).

1.6.1 Effets et utilisation en Agriculture :

Les études sur l'utilisation des nanoparticules de chitosane pour des applications
agricoles ont augmenté rapidement motivées par le besoin de produits agrochimiques durables
et écologiques tels que les engrais et les pesticides. Comme en médecine, les nanoparticules
de chitosane sont principalement utilisées comme nano-carriers qui améliorent la stabilité des
ingrédients actifs et comme moyen de créer une libération contr6lée (Perez & Francois,
2016). Grace a ces effets, les produits agrochimiques peuvent étre appliqués a des doses plus
faibles ou moins de traitements seront nécessaires ce qui réduit le risque de contamination de
I'environnement et les effets toxiques sur d'autres organismes non ciblés (Chen & Zeng,
2018).

1.6.2 Traitement des eaux usées:

L'absence d'un sorbant rentable, durable et efficace comme alternative au charbon actif
largement utilisé a motivé I'étude d'alternatives biosourcées. Le chitosane comprend des
groupes fonctionnels amino et hydroxyle ce qui rend ces nanoparticules intéressantes pour
I'élimination d'une gamme de polluant (métaux lourds, pesticides et colorants). En outre, les
nanoparticules peuvent présenter une capacité supérieure a celle des sorbants de taille
microscopique conventionnellement utilisés en raison de leur surface plus élevée (Yanat &
Schroén, 2021).

1.6.2.1 Elimination des ions de métaux lourds :

La coagulation et la floculation des substances ioniques et des particules chargées
dans les eaux usées ont été efficacement réalisées a l'aide de polymeéres naturels tout en
diminuant la dépendance vis-a-vis des poly-électrolytes synthétiques. La chitine, le chitosane
et leurs molécules deérivées ont été exploités comme coagulants/floculants naturels et
écologiques pour éliminer diverses particules chargées telles que les colorants et les ions
métalliques des eaux usées (Nasrollahzadeh et al., 2021).

Le chitosane et ses dérivés présentent un caractere cationique en milieu acide qui
facilite leur dissolution et permet des interactions d'échange d'ions ou une attraction

électrostatique avec divers caracteres anioniques tandis que dans les milieux neutres les
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groupes amino non protonés accélérent la complexation des ions métalliques et des molécules

organiques (Nasrollahzadeh et al., 2021).

1.6.2.2 Elimination d'autres polluants :

L'adsorption des pesticides sur des matériaux a faible coQt pourrait aider a assainir
efficacement les eaux contaminées en particulier les nanomatériaux, les nanosorbants et les
adsorbants a base de polysaccharides qui sont tres performants pour éliminer les pesticides
des masses d'eau comme l'illustre la chitine et le chitosane pour la biosorption des pesticides.
En effet, la présence de groupes hydroxyles dans chitine/chitosane détermine sa conformation
et aussi la stéréochimie des transformations chimiques et la cinétique. A cet égard, le
chitosane a éliminé plus de 90 % de l'oxadiazon (herbicide) des solutions aqueuses
(observation d’une forte liaison de I'oxadiazon au chitosane : chimisorption). De plus, 76,2 %
de l'atrazine (herbicide) a pu étre éliminé avec une capacité d'adsorption maximale de
17.92 mg.g™* des solutions aqueuses par le chitosane/sépiolite modifié¢ (Nasrollahzadeh et al.,
2021).

1.6.3 Perspectives d'avenir pour l'utilisation des nanoparticules de chitosane
dans les emballages alimentaires biodégradables :

Les plastiques a base de pétrole représentent un défi sociétal qui en préoccupe plus
d'un. D'une part, les matériaux polymeres présentent d'excellentes propriétés notamment en
termes de résistance par rapport a la quantité de matériau utilisée, d'autre part, le nombre de
ces plastiques incorrectement éliminés, crée un énorme probleme environnemental qui
s'applique également aux biomatériaux s'ils ne se dégradent pas dans un délai acceptable. Pour
une dégradation standard des plastiques, le temps devrait étre exprimé en termes de siécles
(Yanat & Schroén, 2021).

1.6.4 Effets et utilisations en pharmaceutique :

Récemment, les supports pharmaceutiques tels que les polymeres, les micelles, les
liposomes et les nanoparticules ont fait I'objet d'une attention accrue. Ces systéemes présentent
de nombreux avantages notamment une efficacité et une sécurité accrue des médicaments.
Ces systéemes peuvent incorporer des composés actifs hydrophobes et hydrophiles ce qui
dépend de la nature du support. De plus, ils peuvent offrir une plus grande stabilité aux
produits thérapeutiques contre la dégradation chimique et enzymatique, une influence plus
longue du médicament dans le tissu cible, une biodisponibilité supérieure et un ciblage du

médicament par l'inclusion de ligands specifiques (Yanat & Schroén, 2021).
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Les applications pharmaceutiques les plus récentes du chitosane dans divers domaines

biomédicaux (cicatrisation, encapsulation cellulaire, ...etc.) sont regroupées dans la figure 3.

Administration en Délivrance de génes Encapsulation cellulaire Liaison aux protéines
médicaments

e ANt JT I

e R O
Cicatrisation des plaies \ f H

e Rl H _— jl

- k.
. n
— g Chitosane (CS)
e \
Lentilles de contacte \L
Implants Régénération tissulaire Textiles antibactériens Bio-imagerie

e

Figure 3 : Applications pharmaceutiques récentes du chitosane (Shariatinia, 2019).

1.6.5 Effets et utilisations en nutrition :

Le chitosane a la capacité d'améliorer la biodisponibilité dans les tissus extra-
intestinaux en réduisant la consommation d'oxygéne ainsi que I'absorption des acides aminés
alimentaires. Il représente une gamme significativement large de propriétés biologiques lui
conférant un potentiel possible pour une variété d'utilisations commerciales. Cette revue
démontre que l'utilisation du chitosane et de ses dérives comme additif alimentaire a des effets
positifs antimicrobiens, antioxydants, immunorégulateurs et limite le cholestérol sanguin.
Néanmoins, il est important de réaliser qu’il présente diverses structures aux propriétés
biologiques différentes sachant qu’aucun type de chitosane ne présente la gamme compléte de
ses propriétés variées. Une multitude d’études ont démontré les effets bénéfiques du chitosane
tels que I'amélioration de la digestibilité des nutriments et I'amélioration des performances de

croissance (Guan et al., 2019).

15



1. HAFFAF et F. Z. KHERRAFI (2022) Chapitre 1 : Le chitosane

1.6.6 Effet et utilisations en médecine :

Le développement de systemes de transport de genes efficaces et slrs capables de
transférer I'ADN dans les cellules est un objectif majeur de la thérapie génique. Plusieurs
études de la littérature montrent que le chitosane présente un matériau approprié pour une
thérapie génique non virale efficace. En plus de ses nombreuses caractéristiques, le chitosane
bénéficie d’un effet d'inhibition de la croissance des cellules tumorales. L'approche devrait
permettre de délivrer des medicaments aux tissus tumoraux de maniére sélective et avec une
grande efficacité. Bien que les études in vivo des nanoparticules de chitosane targuées soient
actuellement limitées, les résultats des études in vitro ont démontré leur promesse
d'applications dans le traitement et le diagnostic du cancer (Pokhrel et al., 2016). Les
propriétés biologiques et les utilisations biomédicales leurs étant correspondantes du

chitosane sont présentées dans la figure 4.

Rétention d’humidité Formation de films

Adsorption \ / Regulatory
Y e /.

Antibactérienne *+— Propriétés —» Biodégradabilité

Peau Cartilag Nerf

Applications | @ @
J
) ey

biomédicales

Chitosane

“- I Médicament Gene
- .
-
L
" —
-
-
: i *-
. ; Shrosan
Antimicrobien Cicatrisation Anti-tumoral Agent hémostatique

Figure 4 : Correspondance de certaines propriétés biologiques du chitosane avec ses
applications en biomédical (Pal et al., 2021).
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1.6.7 Effet et utilisation en Cosmétique :

Le chitosane est soluble dans les solutions aqueuses acides et peut facilement produire
différentes conformations telles que des micros, nano et milli particules, des films, des
échafaudages et des fibres, entre autres. La chitine ainsi que le chitosane et ses dérivés
présentent de nombreuses propriétés différentes et pertinentes en tant qu'ingrédients actifs
dans les soins dentaires, de la peau, des cheveux et des ongles. De plus, ils ont des propriétés
optimales pour véhiculer des ingrédients actifs pour I'industrie cosmétique et cosmeéceutique.
Ces précieuses propriétés sont fortement liées aux caractéristiques physico-chimiques du
polymére (Guan et al., 2019).

Afin daugmenter [I'efficacité des dentifrices avec des cations fluorure et métal
polyvalent, le bio-polymere chitosane est utilisé comme additif pour ses propriétés
prometteuses en raison de sa capacité a interagir électro-statiquement avec la structure
dentaire et d'autres tissus dans I'environnement oral. Le bio-polymere est capable de former
des couches protectrices sur les surfaces des dents et possede certaines propriétés lubrifiantes.
De plus, son potentiel d'inhibition des défis érosifs a préalablement été étudié in vitro (Pini et
al., 2020).

1.7 Autre application :

1.7.1 Préparation des implants :

Le contact a court terme de l'implant avec le sang peut conduire a I'adsorption de
protéines plasmatiques, de calcium, d'adhérences plaquettaires et bactériennes sur la surface
de I'implant. Les plaquettes adhérentes peuvent alors étre activées, ce qui entraine une cascade
de coagulation et un processus de coagulation. La cascade de coagulation et ensuite la
thrombose. A long terme, la calcification des implants (valves cardiaques, implants
mammaires et stents) peut étre provoquée par la croissance de dép6ts de phosphates de
calcium ou d'autres sels de calcium. En outre, les implants souffrent d'une forte accumulation
de plaques qui est généralement liée aux deux plus importants agents pathogénes, a savoir

Porphyromonas gingivalis et Streptococcus mutans (Shariatinia, 2019).

1.7.2 Additif alimentaire :
La capacité de charge des nanoparticules de chitosane alginate peut également étre
exploitée pour concevoir de nouveaux additifs alimentaires. Les scientifiques ont préparé
plusieurs émulsions multicouches de particules de gélatine et d'enveloppes de chitosane

alginate par dépot électrostatique couche par couche. Ils ont conclu que la stabilité de

17



I. HAFFAF et F. Z. KHERRAFI (2022) Chapitre 1 : Le chitosane |

I'émulsion au crémage pendant le stockage et la stabilité des gouttelettes d'émulsion contre la
phase gastrique dépendent du nombre de couches interfaciales. Ces systémes d'administration
a base d'alginate-chitosane sont considérés comme prometteurs pour les produits alimentaires
tels que les boissons et le fromage car ils permettent de surmonter le godt de poisson et la
faible solubilité dans I'eau des huiles de poisson. solubilité dans I'eau des huiles de poisson
(Niculescu, 2022).

1.7.3 Application dans la conservation des aliments :

Comme le chitosane présente une activité antimicrobienne, ses films sont tres
prometteurs pour leur application dans la conservation des aliments. L'activité
antimicrobienne limite ou empéche la croissance microbienne en prolongeant la période
d'intervalle et en réduisant le taux de croissance ou en diminuant le nombre de micro-

organismes (Pokhrel et al., 2016).

1.7.4 Utilisation potentielle contre le COVID-19 !

Les propriétés antimicrobiennes et antivirales avérées du chitosane lui conférent
également un réle dans le développement de vaccins antiviraux grace a ses propriétés
d'adjuvantes. En outre, l'utilisation du chitosane dans le développement de vaccins a
nanoparticules pour traiter les maladies & arbovirus a été suggérée. Au cours des 12 a 18
derniers mois, ces suggestions ont conduit a I'étude du chitosane en tant que traitement
potentiel du SRAS-CoV-2 (I'agent étiologique du COVID 19) " intérét de longue date pour le
chitosane en tant qu'agent pharmaceutique ". Les résultats des chercheurs indiquent que le
SRAS-CoV-2 est susceptible d'évoluer vers une forme endémique dans un avenir proche, cela
signifie que les efforts doivent étre poursuivis pour traiter cette maladie sur une base
saisonniere et d'une maniere ressemblante a celle entreprise avec la grippe saisonniére,
prenant en compte l'utilisation de différents adjuvants vaccinaux et protocoles antiviraux et en
jugeant que le chitosane et ses dérivés interprétent un réle vital a jouer dans cette campagne
(Jaber et al., 2022).
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Il Lapropolis:
1.1 Historique de la propolis :

Depuis des milliers d’années, la propolis est largement utilisée en médecine
traditionnelle : les chercheurs ont démontré son grand potentiel pharmacologique dans de
nombreux domaines, elle peut étre utilisée comme antimicrobien, anti-inflammatoire,
antiviral, antioxydant, antibactérien, antiseptique, antibiotique et anti-cancérigene ; elle est
également utilisée dans les industries cosmétiques et alimentaires (Di Capua et al., 2018).

Les anciens égyptiens l'utilisaient principalement pour embaumer leurs cadavres car il
empéchait la prolifération et la décomposition bactériennes et fongiques. La propolis a été
utilisée par les humains dans différents domaines, y compris principalement la médecine
populaire pour le traitement des maladies gastro-intestinales (c'est-a-dire les ulcéres de
I'estomac et les infections buccales), des plaies et des brilures. Hippocrate utilisait la propolis
pour soigner les plaies et les ulcéres externes et internes. De plus, au 17°™ siecle, les
pharmacopées britanniques répertorient la propolis comme médicament officiel. Pendant la
Seconde Guerre mondiale, la propolis était utilisee comme agent antibactérien et anti-
inflammatoire. Ce matériau naturel a également été utilisé comme antibactérien, fongicide,
antioxydant, immunomodulateur et anti-inflammatoire, entre autres. Par conséquent, la
propolis est actuellement incorporée dans une large gamme de produits de soins de santé
complémentaires, notamment des cremes, des gels, des lotions pour la peau, des
shampooings, des chewing-gums, des teintures, des sprays pour la gorge, des sirops contre la
toux, des pastilles, des savons, des dentifrices et des préparations pour bains de bouche

(Forma & Brys, 2021).

1.2 Définition de la propolis :

Sous-produit de la production apicole, la propolis est raclée a partir des cadres de la
ruche et présente un mélange complexe de substances résineuses, gommeuses et balsamiques
recueillies par les abeilles domestiques a partir d’exsudats et de germes végétaux, auxquels les
abeilles ajoutent de la salive, de la cire et du pollen pour élaborer le produit final. Les
constituants actifs de la propolis different selon la source géographique ainsi son activité
biologique dépend des composés des fractions polyphénoliques, principalement des
flavonoides, suivis des acides aromatiques, des esters d’acides phénoliques et des lignanes ou

des composants trepénoides (Moreno et al., 2020).
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" Pro " - du grec ancien, signifie a l'entrée et " polis " -> signifie ville ou
communauté, indiquant I’utilité de la propolis dans la protection et la défense de la ruche. Les
abeilles utilisent ce matériau naturel pour :

- la réparation des dommages dans la ruche couvrant les trous et scellant les fissures du
nid ;

- l’affinage des parois internes et pour maintenir une humidité et une température
constantes dans la ruche ;

- la défense de la colonie contre : micro-organismes pathogenes, parasites et prédateurs
(Forma & Brys, 2021).

1.3 Origine botanique de la propolis :

En Europe centrale y compris en Pologne, les abeilles recueillent la sécrétion des
bourgeons du peuplier (Populus spp.) et de 1’aulne (Alnus spp.). Différentes espéces de
peupliers sont également une source de résine dans d’autres pays européens dont la Bulgarie,
Hongrie, Albanie et Angleterre, en plus des zones tempérées (Etats-Unis, Mongolie, Asie
occidentale et Afrique du Nord).

Le bouleau (Betula spp.) est une source de propolis en Europe du Nord telle la partie
nord européenne de la Russie. Les abeilles produisent également de la propolis a partir de
bourgeons de saule (Salix spp.), de chéne (Quercus spp.), de fréne (Fraxinus spp.), de
chataignier (Aesculus spp.) et d’écorce de coniferes, comme 1’épinette (Picea spp.), le sapin
(Abies spp.) ou le pin (Pinus spp.). Dans les pays tropicaux, les abeilles utilisent les sécrétions
de plantes telles que Xanthorrhoea (Australie), Acacia (Afrique du Nord), Plumeria (Hawar),
Clusia (Amérique centrale) et Baccharis, Araucaria, Eucalyptus (Brésil) (Przybylek &
Karpinski, 2019). En Algérie, les sécrétions recueillies sont obtenues a partir du peuplier

Ferula communis L. subsp. communis (Férule commune).

11.4 Composition chimique de la propolis :

La composition chimique de la propolis est étroitement liée aux résines et aux baumes
des sources végétales utilisées pour la produire. Paralléelement aux progres de la recherche,
plus de 300 composants chimiques de la propolis ont été identifiés. Les principaux groupes de
composés chimiques présents dans la propolis, a I'exception des résines, sont les cires, les
polyphénols (acides phénoliques, flavonoides) et les terpénoides ainsi que les vitamines et

minéeraux (figure 5 et tableau 1).
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Tableau 1 : Constituants de la propolis (Alvarenga et al., 2021).

Pinocembrine, acétine, chrysine, rutine, lutéoline, kaempférol,
Flavonoides apigénine, mycétine, ctéchine, naringénine, galangine, acides

caféique et 3,4-diméthylcaféique, acide isophérulique et quercétine.

Vitamines By, By, Bg, CetE
o Magnésium, calcium, potassium, sodium, cuivre, zinc, manganese et
Minéraux
fer
L1 Résine végétale
50% i Cires

i Huiles essentielles

30%

H Pollens

i Autres substances organiques

Figure 5 : Composants de la propolis (Przybylek & Karpinski, 2019).

En outre, elle comprend également d'autres composés phénoliques (par exemple
I'artepilline C) et des terpénes (terpinéol, camphre, géraniol, nérol, farnésol) responsables de
son parfum caractéristique. Cette diversité de la composition chimique confére a la propolis
un avantage supplémentaire en tant qu'agent antibactérien. La combinaison de nombreux
principes actifs et leur présence dans des proportions variées empéche la résistance

bactérienne de se produire (Przybylek & Karpinski, 2019).

I11.5 Propriétés physico-chimiques de la propolis :
Les caractéristiques physico-chimiques et sensorielles de la propolis se définissent

telles le montre le tableau 2 ci-dessous :
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Tableau 2 : Description physico-chimique et sensorielle de la propolis (Alvarenga et al.,
2021) ; (Forma & Brys, 2021) ; (Potier & La, 2014) .

Densité 1,186

Consistance Cassante et dure a des températures inférieures a 25 °C, mais douce,
souple, gommeuse et trés collante entre 25 et 45 °C.

Solubilité La propolis est partiellement soluble dans 1’eau (avec ébullition a
reflux), I’alcool, I’acétone, I’ammoniaque, le benzéne, le chloroforme,
I’éther et le trichloréthyléne ; et devient totalement soluble dans un
unique mélange adéquat composé de ces différents solvants.

Point de fusion | En regle générale, il est compris entre 70 et 100 °C et est estimé étre

¢gal a un intervalle allant de 65 a 66 °C lorsqu’elle est pure.

Caractéristiques | > Parfums aromatiques herbacés spécifiques et agréable évoquant
sensorielles cannelle et vanille

-> Saveur acre et amére

—> Variation de couleurs allant du jaune au vert et du rouge au brun

foncé, selon I’age, temps de stockage et source d’obtention.

11.6 Activités biologiques de la propolis :

La propolis est connue par ses propriétés biologiques précieuses telles
qu’antibactérienne, anti-oxydante, anti-inflammatoire, anti-neurodégénérative, anti-tumorale,
antifongique, anti-protozoaire, antivirale, protectrice de 1’hépatite, anesthésique locale et
piégeant les radicaux libres (Oroian et al., 2020).

Ces divers types d’activités biologiques de la propolis d’abeilles sont représentés dans

la figure 6 ci-dessous :
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Figure 6 : Différentes propriétés biologiques de la propolis (originale).

11.6.1 Propriété antibactérienne :

La propolis est plus efficace contre les bactéries Gram-positive dont Staphylococcus
aureus que les bactéries Gram-négative dont Escherichia coli. Sa meilleure activité a été
observée avec la propolis du Moyen-Orient, qui s’est révélée extrémement efficace la
comparent avec celles prélevée a partir d’autres emplacements géographiques (Almuhayawi,
2020).

Les propriétés antimicrobiennes et antiparasitaires de la propolis doivent étre
considérées a deux niveaux dont I’impact sur I’agent pathogene lui-méme et 1’impact sur
I’h6te (Zulhendri, Chandrasekaran, et al., 2021).

Les flavonoides et les esters d'acides phénoliques présents dans la propolis sont
habituellement les composants actifs liés a I'effet antibactérien. Des échantillons de distincts
types de propolis provenant de diverses régions géographiques ont été étudiés (rouge, vert et
brun), montrant des activités antibactériennes distinctes contre différents microorganismes
(tableau 3) (Rivera-Yariez et al., 2021).
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Tableau 3 : Effet antibactérien de divers propolis (Rivera-Yafiez et al., 2021).

Propolis : Espéces Composants Activite :
bactérienne : identifiés :
Bresil Acide férulique, acide L’activité des extraits rouges
(propolis gallique, acide caféique, est plus élevée que celle des
rouge, acide coumarique, acide extraits verts et bruns (CMI™* :
verte et S. aureus p-coumarique, 25 - 200 pg/ml)
brune de catéchine,  drupanine,
diverses kaempféride, artepilline
régions) C, lutéoline et
pinocembrine
S. aureus, Flavonols, flavones, Effets antibactériens distincts
S. epidermidis, flavanones, sur S. aureus et S. epidermidis
Methicillin-Resistant  pinocembrine, chrysine, ainsi qu’une activité
Staphylococcus pinobanksine, antistaphylococcique  élevée
aureus et apigénine, kaempférol, éradiquant efficacement le
Pologne Methicillin- acide p-coumarique, biofilm staphylococcique
Susceptible acide férulique et acide (CBM™: 0,78 - 3,13 mg/ml)
Staphylococcus caféique
aureus
Propolis S. aureus Pinocembrine, Inhibition élevée par
sud- galangine et chrysine combinaison de ces trois
africaine flavonoides au lieu d’avoir 1

seul

1+ Concentration Minimale Inhibitrice ; 2 : Concentration Bactéricide Minimale.

11.6.2 Propriété antifongique :
La propolis contient une activité antifongique seule mais fonctionne aussi en synergie
lors d’usage simultané avec d’autres agents antifongiques, contre Trichophyton,
Mycrosporum, Candida albicans, les champignons planctoniques et dans les biofilms. Son

utilisation tels agent antifongique topique ou substance complémentaire dans les médicaments
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antifongiques a été envisagée car la cytotoxicité de la propolis peut étre plusieurs fois
inférieure a celle des substances antifongiques synthétiques (Papp et al., 2021).

Une activité antifongique significative d'échantillons de propolis a aussi été mise en
avant contre des levures isolées a partir d'hémocultures chez des patients en soins intensifs.
L'effet toxique des antifongiques est I'un des principaux revers du processus de traitement
actuel. Il a été déemontré que la sensibilité de la propolis contre la levure est comparable a

celle du fluconazole et de I'itraconazole (Abdelrazeg et al., 2020).

11.6.3 Propriété antivirale :

Une grande variété de médicaments a été utilisée pour traiter les maladies virales qui
ne sont pas toujours sdres et efficaces aux effets secondaires indésirables, indiquant la
nécessité de nouveaux médicaments antiviraux extraits de sources naturelles (Ripari et al.,
2021).

Il a été démontré que la propolis possede des propriétés antivirales contre un large
éventail de virus dont diverses souches d’herpesvirus, d’adénovirus, rotavirus, coronavirus par
ses flavonoides, plus important encore le CoV-2 du SARS ainsi que le virus de la grippe, le
rhinovirus, le parvovirus et le VIH (Zulhendri, Chandrasekaran, et al., 2021).

D’apres (Berretta et al., 2020) Cela a été determiné aprés divers tests sur » de
multiples organismes pathogénes viraux ou ses composants bioactifs peuvent sans antagoniser
’activité des médicaments antiviraux tels que la zidovudine et I’indinavir entrer dans la
production de produits pharmaceutiques actifs et spécifiques (Zulhendri, Chandrasekaran,
et al., 2021).

11.6.4 Propriété anti-inflammatoire :

Chauhan et al., 2020 ont suggéré que les flavonoides considérés comme des groupes
phénoliques présentatifs parmi les produits d’origine naturelle présents dans la propolis sont
associés a I’activité anti-inflammatoire observée dans la propolis. Parmi ces flavonoides, la
galangine agissant par inhibition de 1’enzyme cyclooxygénase (COX) responsable de la

formation des prostaglandines.

De plus, une étude in vivo sur des groupes de souris diabétiques et non diabétiques a
permis de constater que la propolis augmente significativement la fermeture des blessures des

diabétiques ainsi que la formation de collagéne (Eddouks et al., 2021).
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11.6.5 Propriété anti-oxydante :

De nombreuses études montrent que la propolis et ses dérivés apparentés semblent
éliminer le stress oxydatif, en particulier dans les rayonnements qui causent des lésions au
cerveau, en augmentant les activités de I’enzymes antioxydanteet en réduisant la formation de
peroxydation lipidique et aussi en diminuant la génération de radicaux libres (Abduljalal et
al., 2021).

Ibrahim & Alqurashi, 2022 ont conclu d’aprés leur évaluation d’extraits de propolis
éthanolique et aqueux pour leur activité anti-oxydante en utilisant le piégeage des radicaux
1,1 diphényl-2-pictylhydrazyle (DPPH), que celle extraite a 1’éthanol posséde une plus grande
activité anti-oxydante a un pourcentage égal a 94,45 % + 0,85 que I’extrait aqueux (90,01 %
+ 0,18) ce qui suggére son potentiel comme agent de conservation naturel par le biais des

composés phénoliques crédités pour cette forte capacité anti-oxydante de la propolis.

11.6.6 Propriété anti-tumorale :

En ce qui concerne le traitement oncologique, la propolis et ses composés actifs ont
une activité anticancéreuse au pouvoir d’affecter les processus clés du développement du
cancer, c'est-a-dire la prolifération cellulaire, I'évitement de l'apoptose par le biais de son
potentiel de traitement du cancer du sein chez 1’étre humain en raison de son activité anti-
tumorale, I'angiogenése, linvasion et les métastases. De plus, ils affectent le
microenvironnement tumoral et chimiosensibilisent les cellules cancéreuses caractérisées par
une multi-résistance.

La propolis peut également étre utilisée par les patients subissant une chimiothérapie
et une radiothérapie pour réduire les effets secondaires de ces thérapies (Forma & Brys,
2021 ; Rebolledo Ranz, 2021).

11.6.7 Propriété immunomodulatrice :

L’un des effets biologiques de la propolis est son effet immunomodulateur soit en
améliorant ou en supprimant le systeme immunitaire. Cet effet contradictoire est
probablement di a sa variété chimique complexe, a sa présence dans différentes régions
géographiques et aux différentes formes d’extraction. Ces effets sont en particulier liés a ses
composés phénoliques, flavonoides compris et semblent étre associés aussi a une combinaison
de ses différents composants.

L’activité immuno-modulatrice de la propolis a également été étudiée in vivo a I’aide

du mod¢le d’asthme induit par I’ovalbumine (OVA) démontrant que les extraits de la propolis
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peuvent supprimer les taux sériques d’anticorps IgE et IgG spécifiques de I’OVA et atténuer
I’inflammation des voies respiratoires, probablement par la capacité de la propolis & moduler

la production de cytokines (Waisundara et Shiomi, 2017).

11.6.8 Propriété antiallergique :

La propolis a un potentiel prometteur pour étre développée davantage pour une
utilisation thérapeutique ou prophylactique dans les maladies allergiques telles que 1’asthme,
la rhinite allergique et la dermatite atopique de par I’épaulement de ses avantages
thérapeutiques par des études precliniques et cliniques tout en établissant le lien entre activité
antiallergique et composition chimiques de la propolis en particulier (chrysine, kaempférol,
galangine, pinocembrine, CAPE et artepilline C) afin d’assurer de découvrir de nouveaux
composes antiallergiques.

De plus, il est suggéré d’évaluer 1’efficacité de la propolis en tant que traitement
d’appoint ou supplément en cas de rhinite allergique et dermatite atopique en milieu clinique

car une telle approche est sdre et efficace pour les patients asthmatiques (Liew et al., 2022).

11.6.9 Propriété anesthésique :

En plus de fournir des actions antibiotiques et par application de solution aqueuse de
propolis a 5 % des actions antimycotiques conduisant a une amélioration du bien-étre vaginal,
la propolis procure un soulagement symptomatique grace a ses propriétés anesthésiques
(Rebolledo Ranz, 2021).

11.6.10 Effet digestif :

L’effet digestif de la propolis d’abeille est mis en avant en inhibant les spames des
voies digestives (Ghedira et al., 2009). Méme si la propolis est utilisée en médecine
populaire pour traiter les troubles gastriques depuis des siecles, (Boeing et al., 2021) ont
développé en avant premiere une étude pour élucider les effets gastroprotecteurs de la
propolis rouge du nord-est du Brésil, ce qui leur a conduit a confirmer cet effet médié par les
prostaglandines par le traitement par I’extrait hydro-alcoolique de la propolis rouge, essentiel
pour protéger les muqueuses des dommages causés par 1’environnement acide de 1’estomac.

Il est intéressant de noter aussi qu’un autre type de propolis (la verte brésilienne)

protege la muqueuse gastrique apparemment par inhibition des sécrétions d’acide gastrique.

1.7 Applications nutraceutiques et fonctionnelles de la propolis :

La propolis d’abeilles a quelques applications nutraceutiques dont :
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- Son utilisation lors de cancer ;

- Pour I’inhibition des virus ;

- Dans la dentisterie, dermatologie, gynécologie, ophtalmologie, maladies pulmonaires et
celles du systeme digestif ;

- En tant que conservateur dans la technologie alimentaire pour augmenter la durée de
conservation de la viande en combinaison de sorbate de potassium ;

- Ainsi que la possibilité de son utilisation comme antiseptique et antifongique en raison de
la présence d’acide cafféique, galangine et acide férolique (Jafari et al., 2021).

En fait, la propolis a un large spectre de propriétés pharmacologiques et est un
complément alimentaire qui est couramment consommé par les personnes en bonne santé et

malades a titre préventif et pour le traitement (Berretta et al., 2020).

11.7.1 Applications en médecine humaine :

Les propriétés pharmacologiques phénoménales et diverses de la propolis déterminent
que la protection de la santé humaine évoque le domaine principal de son application
(Berretta et al., 2020). Elle est incluse dans la production de médicaments contre les
infections bactériennes et fongiques (Kurek-Gorecka et al., 2020), ainsi qu’au traitement des
maladies métaboliques garantissant des effets antidiabétique, antihyperlipidémique et anti-
obésité (Balica et al., 2021).

Considérant les composants de la propolis comme la résine, le pollen, les vitamines,
les flavonoides et les phénols, elle peut étre utilisée a diverses fins en endodontie au role
prometteur dans la médecine future et dentisterie (Ahangari et al., 2018).

En raison de ses propriétés antimicrobiennes, anti-oxydantes, anti-inflammatoire et
antiprolifératives, la propolis a un immense potentiel en dentisterie, gestion de la santé
buccodentaire, traitements des infections de la gorge et en médecine. La figure 7 et le tableau
4 résument les différentes utilisations thérapeutiques de la propolis en dentisterie (Zulhendri,
Felitti, et al., 2021) :
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Figure 7 : Utilisations potentielles de la propolis en dentisterie (Zulhendri et al., 2021).

Tableau 4 : Quelques unes des utilisations thérapeutiques de la propolis en dentisterie.

Utilisations ) o o
. _ Résultats étudieés : Reférences :
thérapeutiques :

(Kurek-Gor

Dentifrices a Inhibition de la formation de plaque dentaire & 34,3 % par « |
eckaetal.,
base de propolis an et reduction de développement de carries dentaires. 2020)
Solution de . . » o (Kurek-Gor
_ Complete le soin de la cavité buccale et réduit la plaque
ringage buccale . . L eckaetal,
dentaire de 18,1 % apres 21 jours d’utilisation.
a0,5% 2020).
Traitement de L . . )
Réduction du nombre de bactéries pathogénes, de la (Zulhendri

gingivite et de ] o o )
_ plaque dentaire, des indices gingivaux et orthodontiques. et al., 2021).
parodontite
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Médicament Effet bactéricide contre Prevotella nigrescens, (Zulhendri
intracanalaire et Fusobacterium nucleatum, Actinomyces israelii, et al., 2021).
Canalaire Clostridium perfringens, Enterococcus faecalis, S. aureus

et Candida albicans.

Médicament Augmentation de la réparation et de la qualité de la _
. ) (Zulhendri
pour pulpe dentine, de la production de cellules souches, et

) o ) ] ) et al., 2021).

dentaire diminution des réponses inflammatoires.

Médicaments _ . L
- Augmentation de la réparation épithéliale et de la

pour la o ) )
cicatrisation des plaies ; (Zulhendri

cicatrisation des o ) .
_ - Reduction de I'ostéoclastogenése et de la perte osseuse et al., 2021).
plaies et la o )
o associées a la parodontite.
guérison des 0s

11.7.2 Applications en médecine vétérinaire :

Les propriétés pharmacologiques de la propolis sont considérées comme de la plus
haute importance pour une application en médecine vétérinaire portant a apporter des effets
bénéfiques sur la mammite, la cicatrisation, la diarrhée, les infections gastro-intestinales et
génitales, les otites et les dermatites.

Cette colle d'abeilles est tant utile pour amender les performances de croissance et la
productivité des animaux de laboratoire et d'élevage dont les volailles (poulets, poules
pondeuses et cailles), les agneaux, les bovins, les ovins, les porcins et les poissons que
considérée comme une alternative prometteuse aux antibiotiques dans I'alimentation animale
de par son avantage de non induction de résistance chez les micro-organismes (Popova et al.,
2021).

11.7.3 Applications en dermatologie et soins de la peau :
En raison d’un grand nombre d’activités biologiques, la propolis telle produit apicole
peut étre considérée comme produit important dans les cosmétiques appliqués sur la peau et la
production de pommades en pharmacie (Kurek-Gorecka et al., 2020), ce qui a bien été mis

en avant dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Différentes utilisations de la propolis en cosmétique et en dermatologie

(Kurek-Gorecka et al., 2020).

Applications :

Effets/raisons de cette application :

Fabrication de produits
cosmétiques pour peaux

acnéiques

Effets régénératifs, de réparation et de protection contre les

facteurs externes a des concentrations entre 5 - 20 %

Production de
préeparations anti-

escarres

Raffermir le tissu dermique et le protéger contre les microbes

pathogénes

Adjonction aux
antisolaires (crémes,
lotions, sticks, rouges a
levres et rouges a lévres

protecteurs)

- Protection contre les Ultraviolets par absorption de la lumiére
UV en raison de la présence d’acides caféique, coumarique et
férulique.

- Elle est doté de propriétés de filtre naturel, d’effets
antioxydants, anti-inflammatoires et régénératifs et d’effets

photo-protecteurs contre les UVB.

Fabrication de soins de

peau

Regle les problémes fongiques de la peau dus a la présence de
flavonoides (pinocembrine et pinobanksine), d’acide phénolique

(acide caféique) et de terpénes.

Fabrication de
shampooings anti-

pellicules

Traitement naturel et prévention de récurrence des pellicules par

le biais d’actions antifongiques et anti-séborrhéiques.

Fabrication de creme

anti-age

Lisse les rides grace au role antioxydants des composes
phénoliques et flavonoides par neutralisation de ’effet néfaste

des radicaux libres sur la peau.

Fabrication de créme
éclaircissante et

hydratante

Réduit les signes de fatigue et hydrate la peau.
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Fabrication de
pommades Avec la galangine, le kaempférol et la quercétine au pouvoir
pour le traitement antiviral.

d’herpés simplex

Remeéde aux blessures _ ‘ _ o o
S Stimulation de 1’angiogenése par le biais de la génistéine.
diabétiques

NB : Une allergie a la propolis est rare et la réponse allergique est plus fréqguemment

rapportée aprés une application topique qu’une réponse orale (Kurek-Goérecka et al., 2020).

11.7.4 Autres applications :

- Application de la propolis dans l'industrie alimentaire visant principalement a supprimer
les effets des agents microbiens et oxydants et a remplacer les agents de conservation
artificiels non appréciés par les consommateurs. Elle allie de ce fait favorablement les
propriétés anti-oxydantes et antimicrobiennes remarquablement ce qui en fait un
excellent candidat pour la conservation de denrées alimentaire telles les jus de fruits,
fruits, 1égumes, ceufs, viandes et poissons.

NB : son utilisation commerciale a grande échelle tel conservateur alimentaire n'est pas

encore mise en evidence du fait qu’elle sollicite une normalisation fiable.

- Application en tant qu’ingrédient de matériaux d'emballage actifs, unie a la conservation
des aliments. Parmi ces matériaux-ci on compte les films d'emballage actifs et
revétements comestibles. De tels matériaux peuvent avoir un impact sur les propriétés
physiques, biochimiques et sensorielles des aliments pendant le stockage, tels : fruits,
légumes, viande et poisson. Leur fonctionnalité est liée aux : type, méthodes de récolte et
d'extraction de la propolis et a la teneur et composition des substances bioactives de
I'extrait méme.

- Application lors de la production de matériaux textiles antimicrobiens a différentes fins
(pansement, I'ingénierie tissulaire et utilisation medicale et hygienique), ceci par
incorporation d'une petite quantité dans des microfibres polymeéres électro-filées.

- Application dans le cadre d'une stratégie verte comme finition écologique pour le tissu de

coton.
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- Drautres applications de propolis ont été rapportées : comme inhibiteur de corrosion,
comme pesticide en horticulture, pour des applications optoélectroniques, dans des filtres
a air, etc. Elle pourrait méme contribuer aux actions contre le réchauffement climatique,

en raison de sa capacité a réduire la méthanogénese chez les ruminants.
Il est évident que la propolis a le potentiel d'étre utilisée pour le développement de
divers produits innovants (médicaments, produits cosmétiques mais aussi dans les domaines

de I'élevage et des industries alimentaires, etc.) (Popova et al., 2021).

11.8 COVID-19 le sujet d’actualité !

La pandémie du COVID-19 est tres préoccupante de par ses répercussions sur la santé
humaine et sur 1’économie. Elle est beaucoup plus mortel qu’une grippe et de divergentes
maladies a impact mondial récent, forcant les pays a prendre des mesures inhabituelles
(limitation de voyages, fermeture d’établissements scolaires et de lieux sources de
rassemblements) et a adopter de multiples stratégies de santé publique, mais avec une
efficacité restreinte car le virus continue de se propager !

Parmi les alternatives de médecine naturelle, la propolis a été largement étudiée et est
déja largement consommée dans de nombreux pays (Berretta et al., 2020). Les patients
atteints du COVID-19 recevant un extrait de propolis entier seul et/ou combiné avec des
extraits d’herbes médicinales, bénéficient d’une clairance virale plus précoce, d’une guérison
plus rapide ainsi qu’une diminution de la durée d’hospitalisation car les liposomes de ce
produit naturel expriment un potentiel précieux anti-CoV-2 du SARS attribué a I’activité de la
rutine et le CAPE (flavonoides de la propolis) analogue a celui du remdesivir. Ou
L'élimination des allergenes de la propolis d'abeille peut étre nécessaire pour éviter tout effet
indésirable possible (Ali & Kunugi, 2021).
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Notre travail consiste a mettre en place un procédé d’extraction de produits chitineux a
partir de déchets issus de carapaces de crevettes, le but est de produire un bio-polymere le
chitosane : deuxiéme polysaccharide le plus abondant aprés la cellulose. L’autre objectif
important dans notre étude est de valoriser la propolis : un des majeurs sous produits de la
ruche, visant a soutenir les projets écologiques dans notre pays et a contribuer dans la
préservation de la santé humaine fortement menacée par la résistance aux antibiotiques, dans

le but de mettre en avant les propriétés biologiques de ces deux molécules bioactives.
I11.1 Matériels :

111.1.1Origine et nature de la chitine :
Les déchets de crevettes originels de multiples pécheries de la wilaya de Tlemcen que
nous avions récupérés sont a 1’origine des carapaces nous ayant servi de matiére premicre

pour I’extraction de la chitine et du chitosane.

111.1.2Origine et nature de la propolis :
Un échantillon de la propolis appartenant a 1’espéce Apis mellifera a été collecté de
chez un apiculteur de AIN YOUCEF dans la wilaya de Tlemcen situé a 1’ouest d’Algérie, le

mois de septembre.

111.1.3Souches pathogenes utilisées :
Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia coli ATCC 8739 ont été utilisées
dans la présente étude apres avoir étudié leur cinétique. Le tableau 6 met en avant : le milieu
de culture, la température de croissance et le temps d’incubation permettant a atteindre la

phase exponentielle de chacune des souches.
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Tableau 6 : Milieu de culture, température de croissance et temps d’incubation des souches

utilisées.

o . Température
Souches Référence Milieu de culture )
de croissance

_ BHI (réf. 804251,
o ) Laboratoire de _
Escherichia coli Laboratoire 37 °C
recherche LAMAABE,
ATCC 8739 Conda S.A,
Tlemcen ) ]
Madrid, Spain)

BHI (réf. 804251,
Staphylococcus Laboratoire de Laboratoire

aureus ATCC recherche LAMAABE, Conda S.A 37+

6538 Tlemcen Madrid, Spain)

111.1.4 Milieux de culture :

Les germes pathogenes : Escherichia coli ATCC 8739 et Staphylococcus aureus
ATCC 6538 ont été réactivés puis cultivés par emploi de 9 ml du bouillon de cceur-cervelle
BHI (Brain Heart Infusion : réf. 804251, Laboratoire Conda S.A, Madrid, Spain) a partir de pré-
cultures avec une température et un temps d’incubation égaux a 37 °C/ 24 h respectivement.

Le milieu Mueller-Hinton (réf. TM 325, TITAN BIOTECH LTD, Rajasthan, India) au
pH égal a 7,3 + 0,2 gélose molle, est employé pour mettre en avant la sensibilité des bactéries
d’essai sélectionnées aux chitosane et propolis extraits a partir de carapaces de crevettes et
d’extrait de propolis pur. Ces milieux de culture sont stérilisés dans un autoclave (SANO
clav) réglé a 121 °C pendant 15 min.

111.2 Méthodes :

111.2.1Prétraitement des carapaces de crevettes :

Avant de procéder a I’extraction de la chitine il nous a été impératif de laver
consciencieusement les coquilles de crevettes a 1’eau du robinet afin d’éliminer les fragments
de chair et tissus résiduels puis de les laisser sécher sous la chaleur du soleil 12 heures selon
(P. Padida et al., 2020 ; Al-dubakel & Alshatty, 2018). Apreés cela, les coquilles séchées ont
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été broyées et tamisées a de différents diametres inclus entre 500 um et 150 pm nous
permettant 1’obtention de notre farine de carapaces. La figure 8 illustre en photos originales

les étapes clés du prétraitement des carapaces de crevette recyclées.

Figure 8 : Etapes de prétraitement de carapaces de crevettes (originales).

1 carapaces lavées ; 2: séchage ; °: carapaces séches ; *: broyage ; °: tamisage ; ®'7 : farine de carapaces.

111.2.2 Extraction de chitine / chitosane :

Le chitosane doit étre extrait des carapaces de crustacés par un processus complexe
impliquant une déminéralisation, une déprotéinisation et une désacétylation. Ces processus
nécessitent un acide et une base forts avec l'aide d'une température élevée pour décomposer la
structure complexe de la coquille, extraire la chitine et ensuite la transformer en chitosane
(Suyotha et al., 2021). Tous les produits chimiques utilisés dans cette étude étaient de qualité
analytique (Trung et al., 2020).

La figure 9 représente les deux phases de production de la chitine puis sa
transformation en chitosane du deuxiéme essai d’extraction du chitosane a partir de la farine

de carapace a 300 um suivant le protocole de Youcefi & Riazi, (2015).
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Figure 9 : Production de chitine puis transformation en chitosane lors du deuxieme essai
(originales).

1 déminéralisation ; ?: déprotéinisation ; * : désacétylation.

Aprés obtention du poids sec de la chitine ainsi que celui du chitosane pour chagque

essai, nous avons calculé les rendements a 1’aide des équations suivantes (Shin et al., 2019) :

poids de chitine

Rendement en chitine (%) = ( ) X 100

poids de la farine des carapaces de crevettes

Rend ¢ hit %) = poids du chitosane < 100
endement en chitosane (%) = ( ooids de chitine )

111.2.3 Solubilisation du chitosane produit :
0,5 g de poudre de chitosane a été dissoute dans 50 ml de solution d'acide acétique a
différentes concentrations de solvant d'acide acétique (1, 1,5 et 2 % (v/v)) (Lukman Hekiem

et al., 2021). Suivi d’une agitation de 4 a 8 h sur une plaque chauffante réglée a 70 °C.

111.2.4 Mesure des paramétres physicochimiques des chitosanes extraits :
111.2.4.1 Dosage du taux de cendres :
La teneur totale en cendres (W+,) a été déterminée en introduisant le creuset dans le
four a moufle (réf. PROTHERM furnaces, PLF 110/6, Ankara, TURKEY) réglé a
525 £ 25 °C durant 1 h puis la laisser refroidir dans le dessiccateur. Aprés refroidissement,
peser a 0,001 g prés environ 2 g de 1’échantillon puis chauffer le couple capsule/échantillon
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durant 2 h a la méme température cité jusqu’a carbonisation compléte de la prise d’essai
(figure 10). Ces opérations de chauffage, refroidissement au dessiccateur et de pesage ont été
répétées jusqu’a ce que la différence entre deux pesées successives n’excede pas 0,0005 g. Le

résultat a été obtenu a I’aide de 1’équation suivante :

m-, —m
B 1 %100%

m; —my

Wrq =

Avec :

m; : est la masse en grammes du creuset vide ;

m, : est la masse en grammes du creuset et de la prise d’essai ;

m3 : est la masse en grammes du creuset et du résidu obtenu lors de la détermination
(JO N°3, 2018) et (ISO 1575 : 1987).

La teneur en cendres de chaque échantillon représente la teneur en composés

inorganiques (Acosta et al., 2022).

Figure 10 : Etapes de dosage de la teneur en cendres totales (originales).

L creusets contenant les extraits de chitosanes ; ?: calcination ; ®: refroidissement et déshumidification.

111.2.4.2 Estimation du taux de solubilisation :

La solubilité du chitosane a été estimée a I'aide de la transmittance a 630 nm de la
suspension meére d’E3 solubilisée dans de 1’acide acétique a 1,5 % puis diluée a des
concentrations croissantes allant de 0,1 % a 1,0 % et mesurées a l'aide d'un spectrophotomeétre
(réf. PharmaSpec UV-1700, KYOTO, JAPAN). Une approche intrinséque pour relier tous les
facteurs a la solubilité du chitosane passe par le degré d'ionisation de ses groupes amine
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dépendante de la topologie, la masse molaire et du degré de désacétylation de I'échantillon
(Giraldo & Rivas, 2021).

111.2.5Extraction de la propolis :

La technique employée est une optimisation partant du principe du protocole
d’extraction de (Boisard, 2017). 15 g de propolis ont été additionnés et dissouts dans 100 ml
d’¢éthanol & 96 % (réf. 603-002-00-5, SIGMA-ALDRICH, Germany) sous agitation continue a
100 °C avec un appareil a reflux pendant 1 h, puis la suspension a été filtrée a 1’aide d’un
papier Wattman N°1 et centrifugée pendant 30 min (réf. Centrifugeuse SIGMA 2 - 6). Le
surnageant obtenu est évaporé dans un rota vapeur (réf. BUCHI, Rotavapor R — 210,
Switzerland) a 45 °C (réf. BUCHI, Heating Bath B — 491, Switzerland) pendant 10 min.
L’extrait a été versé dans une boite de Pétri en verre et déposer dans une étuve (Memmert,
Beschickung — Loading Modell 100 — 800, Allemagne) pour déshumidification. La figure 11
représente les étapes en photos de cette extraction.

Figure 11 : Etapes d’extraction de la propolis (originales).

3

1+ chauffage a reflux ; 2: filtration ; **: centrifugation ; ®: surnageant ; °: évaporation de I’éthanol ;

" propolis; 8 : extrait de propolis.
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111.2.5.1 Calcul du rendement de la propolis :
Le rendement est exprimé en pourcentage de poids (% w/w) (Suran et al., 2021) selon

1I’équation suivante (De Zordi et al., 2014) :

oids extrait
Rendement de la propolis = — P — ~ x 100
poids du matériau de départ

I11.2.6 Revivification et conservation des souches:

Avant le test antibactérien, les bactéries cibles doivent étre préparees en transférant la
culture d'une pente réfrigérée dans du BHI, milieu non sélectif (Moradi et al., 2021). Les
deux souches bactériennes ont été conservées dans des cryotubes additionnés de 7,0 %
(vol / vol) de diméthylsulfoxyde (DMSO) a -80 °C. Avant les expérimentations de la partie
microbiologiques, nos pathoenes ont été striées sur de la gélose Brain Heart Infusion (BHI ;
réf. 804251, Laboratoire Conda S.A, Madrid, Spain) plus agar-agar et incubées une nuit a
37 °C, puis une seule colonie de chaque plaque a été transférée avec une anse stérile dans
3 ml de BHI (réf. 804251, Laboratoire Conda S.A, Madrid, Spain) et incubée une nuit a 37 °C
sans agitation. Pour préparer les cultures de travail finales, 9 ml de BHI stérile ont été
inoculés avec la culture d'une nuit et laissée en incubation a 37 °C pendant 24 h sans agitation
(Ekonomou et al., 2020).

111.2.7 Evolution de la cinétique de croissance bactérienne :

Il est bien connu que le stade de croissance des micro-organismes a une influence
importante sur la capacité antibactérienne du chitosane et de ses dérivés (Li & Zhuang, 2020)
nous conduisant a nous focaliser sur I’étude de 1’évolution de la croissance d’Escherichia coli
ATCC 8739 et Staphylococcus aureus ATCC 6538 a été effectuée selon le protocole employé
par (Ugok & Sert, 2020). La croissance bactérienne pendant 28 h a 37 °C a été surveillée par
dénombrement des cellules vivantes par comptage sur plaque de gélose sur gélose BHI au pH
7,4 £ 0,2, milieu non selectif et mesure de I’absorbance a 600 nm (Ageo) a l'aide d'un
spectrophotometre (PharmaSpec UV-1700, KYOTO, JAPAN). La valeur représentative du
taux de croissance spécifique aux deux pathogénes, a été calculée a partir de la pente du

graphique tracé se basant sur le logarithme naturel de la croissance par rapport au temps.
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111.2.8 Activité antibactérienne :
111.2.8.1 Evaluation de la sensibilité des souches pathogénes aux extraits de
chitosane et de la propolis :

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits étudiés a été réalisée se basant
sur le principe du test de diffusion sur gelose selon (Kubiliene et al., 2015). Aprés incubation
des cultures d’Escherichia coli ATCC 8739 et Staphylococcus aureus ATCC 6538 a 37 °C de
6 et 4 heures dans du BHI (Brain Heart Infusion) respectivement, 1 ml de la suspension
cellulaire a été ensemencé en profondeur dans du milieu Mueller-Hinton gélose molle refroidi
a 45 °C et soigneusement agité. 7 puits de 5 mm de diamétre en moyenne ont été creusés
apres solidification totale du milieu, puis ont été remplis a I’aide d’une micropipette a raison
de 80 pl de: témoin négatif: diméthylsulfoxyde (DMSO), témoin positif : antibiotique
(azithromycine 500 mg) et des différentes concentrations de chitosane et de propolis (figure
12).

Les concentrations du chitosane et de la propolis varient de (0,5 %, 1 %, 1,5 %, 2 % en
plus d’un extrait de chitosane pur) et de (6 %, 8 %, 10 %, 12 % jusqu’a 40 %) respectivement
(figure 13) et celles de la synergie entre propolis et chitosane se représentent ainsi (50 % /
50 % - 25 % propolis / 75 % chitosane - 10 % propolis / 90 % chitosane).

Témoin (+) :
antibiotique  Témoin (-) :
puits

boite de Pétri
5 o i gélose molle (MH)

Figure 12 : Boite de Pétri pour évaluation de la sensibilité des pathogenes envers nos
extraits avec la technique des puits (originale).

Figure 13 : Différentes concentrations en chitosane et en propolis (originales).
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111.2.8.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

L'effet antibactérien du chitosane E3, de la propolis et étude de cet méme effet en
synergie de ces deux derniers aux concentrations: (50 % / 50 % - 25 % propolis / 75 %
chitosane - 10 % propolis / 90 % chitosane) sur d’Escherichia coli ATCC 8739 et
Staphylococcus aureus ATCC 6538 a été évalué par détermination de la CMI (Concentration
Minimale Inhibitrice) en utilisant la méthode de micro-dilutions en bouillon, partant du méme
principe de celle qui a été realisée par (Lima, 2020). Le chitosane et la propolis ont été dilué
dans du DMSO atteignant des concentrations allant de 0,5 a 2 % et de 6 a 40 %
respectivement. Des plaques a 96 puits (lwaki brand, Asahi Techno Glass, Japan) ont été
préparées tel suit : 100 pl de bouillon BHI + 100 ul des dilutions en série préalablement faites
+ 100 ul de I’inoculum, avec a la chaine les derniers puits représentatifs des deux témoins
négatif et positif et un test de répétabilité de deux essais. Aprés 24 h d'incubation a 37 °C, la
valeur CMI a été définie comme la plus faible concentration de nos extraits capable d'inhiber
tout développement bactérien c'est-a-dire obtention d’une absence totale de turbidité. Nous
avons évalué le degré de turbidité par spectrométrie a une absorbance de 630 nm dans un

lecteur a microplaques (réf. Microplate Reader, RT-2100C).
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IV.1 Rendement de chitine et de chitosane :

La chitine et le chitosane obtenus sont de couleurs : blanchatre aux sous teintes
orangeates et blanc pale respectivement (figureld). Apres déminéralisation puis
déprotéinisation, les rendements de chitine et de chitosane pour les essais Els, E13, E2 et E3
variaient de 19,35 % a 34 % et de 38,24 % a 97,24 % respectivement. Selon des études
antérieures dont celle de Shin et al., (2019), ont mentionné que le rendement de chitosane
issus des homards et crabes varie de 74,3 % et de 74,6 % respectivement, ce qui évoque que
notre protocole de base modifi¢é d’extraction de chitine et chitosane est bien étudié. Cela
peutétre di a la dépolymeérisation du chitosane, a la perte de la masse de I'échantillon due a
I'élimination excessive des groupes acétyle pendant la désacétylation et a la perte de particules

de chitosane pendant le lavage (Hossain & Igbal, 2014).

s"f /. "”.‘

3

Figure 14 : Chitine et chitosane du 2°™ essai (originales).

IVV.2 Paramétres physico-chimiques des extraits de chitosane :
IV.2.1 Teneur en cendres totales (W+,) :
Les teneurs en cendres totales obtenues au cours de nos expérimentations concernant
nos différents extraits de chitosane (Els, E13, E2 et E3) sont représentés dans le tableau 7, et

la figure 15 illustre les creusets avec prises d’essais calcinées.

Tableau 7 : Estimation de la teneur en cendres totales.

Extrait de chitosane Els Els E2 E3

Teneur en cendres 0,0021 % 0,0026 % 0,0005 % 0%
totales (W+a) en (%)
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Mohan et al., (2020) indiquent que la teneur en cendres de la chitine et du chitosane
de crevettes est de I’ordre de 0,03 % et qu’un grade de chitosane de grande valeur devrait
avoir une teneur en cendres inférieure a 1 % signifiant ainsi que nos extraits ont correctement
été déminéralisés, marquant que I’extrait E3 1’a été totalement soulignant sa valeur supérieure

par rapport aux autres extraits.

Figure 15 : Résultat visuel de la calcination des différents extraits de chitosane (originale).

IV.2.2 Taux de solubilisation du chitosane :

Etant donné que le terme chitosane fait référence a des polymeres de multiples tailles
et configurations de chaines, la solubilit¢ de ce polymere ne doit pas étre généralisée
uniquement sur un seul parameétre de caractérisation. Une approche intrinseque joignant tous
ces facteurs a la solubilité est de mesurer la longueur d’onde (Giraldo & Rivas, 2021) a une
As30.

0,16 | |
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Figure 16 : Estimation de la solubilisation par mesure de transmittance a 630 nm.

On remarque une augmentation de I’absorbance avec l'augmentation du degré de la

concentration en chitosane, ce qui explique le processus de transition d'un systéeme
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partiellement solubilisé & un systeme complétement dissous, ¢’est-a-dire qu’a la concentration
1 % de chitosane il y a eu une solubilisation remarquable (figure 16). Selon Giraldo & Rivas,
(2021), dans ce processus de transition, lorsqu'un échantillon de chitosane est soumis a une
solubilisation en milieu acide, les groupes amines initialement ionisés sont supposés se
trouver dans les macromolécules a la surface de la poudre de chitosane. La solubilisation
compléte d'un échantillon de chitosane se produira lorsque le degré moyen d'ionisation dans
toutes les macromolécules surmonte les forces de cohésion entre les macromolécules par
I'action de la répulsion électrostatique, qui dépendra des paramétres caractéristiques du
chitosane évalué. Il existe plusieurs facteurs critiques 1’affectant, notamment la température et
le temps de désacétylation (au moins 85 %), la concentration en alcali, les traitements
antérieurs appliqués a I'isolement de la chitine, le rapport de la chitine a la solution alcaline et

la taille des particules (Hossain & Igbal, 2014).

IVV.3 Rendement de la propolis :

L’extrait éthanolique de propolis obtenu est de couleur marron aux sous teintes
jaunatres, a 1’aspect d’une pate tres collante tel témoigné par la figure 17 ci-dessous et au
rendement égal a 17,85 %. Notre résultat était compris dans I’intervalle de ceux obtenus pour
la propolis marocaine, qui presentaient respectivement 18,3 % et 15,8 % pour les extraits
éthanoliques de Sefrou et de Oued amlil (Aboulghazi et al., 2022).

La réponse de rendement expérimental de De Zordi et al., (2014) a été supposée étre
affectée par trois facteurs dont la pression, la température et le temps d’extraction lors d’une
extraction de la propolis par ultrasons et SCO, amenant a obtenir un rendement compris dans
un intervalle entre 2,695 et 10,79 % et constatant une amélioration du rendement d'extraction
(>10 %) suite a l'augmentation de la pression et du temps avec 270 bar et 200 bar a 40 °C
avec des temps d'extraction longs (respectivement 5,5 et 6,5 h) ,tandis que celui-ci semble étre
indépendant de la température. Alors que les rendements les plus élevés en extrait de propolis
sont obtenus par I’extraction éthanolique de la propolis a 70 - 96 % d'éthanol partant du
principe de la macération donnant un rendement en propolis égal & 25,2 + 0,08 % pour Suran
et al., (2021).
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Figure 17 : Extrait éthanolique de propolis obtenu (originale).

IV.4 Cinétique de croissance d’Escherichia coli ATCC 8739 et Staphylococcus
aureus ATCC 6538 :
La croissance ainsi que les Agoo d’E. coli ATCC 8739 et de S. aureus ATCC 6538 ont

été étudiées en fonction du temps (figures 18).

S. aureus ATCC 6538
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Figure 18 : Courbes de croissance et Aggo de S. aureus ATCC 6538 de d’E. coli ATCC 8739
incubées en aérobiose dans un bouillon BHI a 37 °C.
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Les croissances de S. aureus ATCC 6538 et d’E. coli ATCC 8739 ont été observées
aprés 6 & 4 heures d’incubation respectivement avec une charge microbienne de 10® UFC/ml

comprises dans la phase logarithmique de celles-ci.

IV.5 Résultats de ’activité antibactérienne :
IVV.5.1 Pouvoir antibactérien des extraits de chitosane et de la propolis mis en
évidence par la méthode des puits :

L’inhibition microbienne a été observée pour les deux extraits de chitosane E2 et E3
aves les deux bactéries pathogénes E. coli ATCC 8739 et S. aureus ATCC 6538 et la propolis
marque un pouvoir inhibiteur uniquement pour S. aureus ATCC 6538 (figure 19). L’effet
synergétique (effet combiné des deux molécules bioactives) a été observé pour des diametres
d’inhibition allant de 2,41 + 0,09 mm a 6,18 + 0,58 mm, la diminution de l'activité de la
propolis incorporée dans les films de chitosane par rapport a celle de la propolis pure est due a
une perte partielle potentielle de composés phénoliques qui ont interagi avec des groupes
fonctionnels de chitosane et sont donc incapables de se diffuser a travers le milieu de gélose
adjacent, réduisant ainsi son pouvoir antagoniste, cela peut étre di aussi a une libération plus
lente voir contrblée des composés actifs du chitosane (Siripatrawan & Vitchayakitti, 2016).
L’étude de Torlak & Sert, (2013) sur I’efficacité antibactérienne du film enduit de chitosane
a remarquablement été améliorée par I'ajout de la propolis contre les bactéries a Gram-positif
et a Gram-négatif testées.

L’extrait de chitosane E3 pur a montré un pouvoir antibactérien appréciable avec des
diamétres d’inhibition allant de 12,84 £ 1,63 mm et de 15,77 + 0,79 mm avec S. aureus et
E. coli respectivement. La propolis montre un pouvoir antibactérien important avec des
diamétres d’inhibition de 14,95 £ 0,45 mm et de 14,58 = 0,95 mm pour les concentrations les
plus réduites vis-a-vis de S. aureus ATCC 6538 (6 % et 8 % de propolis) (figure 20).
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chitosane et de propolis (originales).
1 Ch. E3/E. coli ; ?: Ch. E3/S. aureus ; *: Pro/S. aureus ; *: (Ch. E2 + Pro)/S. aureus.

Concernant la sensibilité¢ des pathogénes de références (E. coli ATCC 8739 et
S. aureus ATCC 6538) au chitosane, les recherches faites par Li & Zhuang, (2020) montrent
que lorsque la concentration du chitosane est élevée, celui-ci bloque les échanges des cellules
bactériennes et donc peut inhiber et réduire 1’activité bactérienne, d’ou un résultat positif avec
les extraits E2 et E3.

Les travaux de Shin et al., (2019) relevent des halos d’inhibition bactérienne de
I’ordre de 10 mm contre S. aureus et de 8 mm contre E. coli aussi d’apres Almuhayawi,
(2020) l'efficacite la plus élevée de la propolis contre les bactéries Gram-positif contrairement
aux bactéries Gram-négatif pourrait étre due aux enzymes hydrolytiques produites dans la
structure protéique de la membrane externe des bactéries Gram-négatif, de telles enzymes
compromettent la fonction des ingrédients actifs de la propolis, c’est la raison pour laquelle

nous avons noté une activité antibactérienne nulle contre E. coli ATCC 8739.
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Figure 20 : Diametres représentatifs de la sensibilité de la souche S. aureus ATCC 6538 aux
différentes concentrations de la propolis.
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IVV.5.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Les résultats obtenus mettent en évidence le pouvoir antibactérien des extraits envers
les deux souches bactériennes E. coli ATCC 8739 et S. aureus ATCC 6538, la concentration
minimale inhibitrice pour le chitosane E3 est de : 0,5 % et 2 % pour S. aureus ATCC 6538 et
E. coli ATCC 8739 respectivement. Pour la propolis nous avons notés que I’intervalle des
absorbances est de 2,441 a 2,195 pour la bactérie S. aureus ATCC 6538. Nous avons
observé que la CMI pour I’effet combiné est de 25 % / 75 % (chitosane / propolis) pour les
deux pathogenes S. aureus ATCC 6538 et E. coli ATCC 8739.

Les microplaques apres incubation ainsi que les lectures des Agso pour le chitosane, la

propolis et la combinaison entre les deux apparaissent dans la figure 21.
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Figure 21 : Microplaques post incubation pour la détermination des CMI (originales).

Les CMI obtenues pour I’extrait E3 de chitosane étaient meilleures que celles obtenues
pour le médicament de référence Azithromycine 500 mg pour S. aureus ATCC 6538, ce qui
est en concordances avec les résultats de Youcefi & Riazi, (2015), qui ont élucidé I’efficacité
antibactérienne du chitosane contre S. aureus. En outre, Beaulieu, (2007) a mis en avant
I’effet bactéricide de différentes concentrations de multiples chitosanes sur des colonies de
staphylocoques dorés et d’E. coli avec un taux d’inhibition de 99 %. Ces résultats indiquent
que le chitosane manifeste une activité antibactérienne efficaces contre les bactéries a Gram-
négatif telle E. coli s’avérant étre les plus sensibles par rapport aux bactéries & Gram-positif
(Bacillus cereus et S. aureus) révélant a leur tour une sensibilité moyenne.

En parallele, ’effet antibactérien de la propolis c’est avéré moindre que celui du
chitosane contre les deux pathogénes. Plusieurs études ont évalué cette propriété biologique

contre un large panel de bactéries Gram-positif et Gram-négatif et en général, on remarque
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gue celle-ci est plus importante contre des bactéries Gram-positif par rapport aux bactéries
Gram-négatif (Koo et al., 2002 ; Kosalec et al ., 2005 ; Boyanova et al., 2005).

L’authentification qu’un produit est doté¢ d’un effet bactéricide est un trés grand défi
consistant a trouver la bonne combinaison de variables lors d’une synergie entre deux
bioactifs. Un effet synergique entre le chitosane et la propolis en raison de leur affinité
chimique a déja été rapporté dans la littérature. De plus, I'effet synergique du chitosane et de
la propolis dépend des bactéries testées (Correa-pacheco et al., 2019).

Il a été rapporté par Siripatrawan & Vitchayakitti, (2016) suite aux travaux sur
I’amélioration des propriétés fonctionnelles des films de chitosane comme emballage
alimentaire actif par I’incorporation de la propolis que l'activité antimicrobienne des films a
augmentée significativement en raison des flavonoides (rutine, quercétine et naringénine) et
des polyphénols de la propolis par différentes actions notamment [l'altération de la
perméabilité membranaire, I’inhibition de la synthése d'’ADN et d'ARN, la modification
chimique de la membrane cellulaire, du cytoplasme, des enzymes et des protéines et la
déformation de la cellule microbienne entrainant par conséquent la mort cellulaire.

D’apres I’ensemble des résultats de nos multiples expérimentations, il s’est avéré que
notre extraction optimisée de chitosane partant de poudre de carapaces a 150 um de diameétre,
a ¢ét¢ doté d’une calcination totale image d’une déminéralisation compléte, du meilleur
rendement de chitosane (97,24 %) ainsi que d’une activité antibactérienne remarquable contre

les deux souche bactériennes E. coli ATCC 8739 et S. aureus ATCC 6538.
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Le présent travail a porté sur la valorisation de produits polymeres issus de déchets tel
que le chitosane et de sous produits de la ruche comme la propolis rarement exploités
jusqu’ici dans notre territoire national, le périmétre de notre étude concerne 1’effet combiné
des deux molécules bioactives.

Les différents extraits de chitosane ont montrés de bonnes caractéristiques
physicochimiques, les estimations des rendements de : Els, E13 E2 et E3 sont respectivement
égaux a 38,24 %, 75,20 %, 93,76 % et 97,24 %. Quand a ’extrait éthanolique de la propolis
de AIN YOUCEF, donne un rendement égal a 17,85 %.

L’activité antibactérienne confirmée par le test de diffusion sur milieu MH gélose
molle et I’estimation de la CMI, témoigne que le chitosane posséde un effet inhibiteur contre
les deux souches bactériennes S. aureus ATCC 6538 et E. coli ATCC 8739 avec des
diametres d’inhibitions des extraits E2 et E3: 11,52 + 1,36 mm et 12,84 + 1,63 mm et 11,97
+ 0,16 mm et 15,77 £ 0,79 mm respectivement, notant que les valeurs CMI obtenues pour
I’extrait E3 de chitosane étaient meilleures que celles obtenues pour le médicament de
référence Azithromycine 500 mg. L’effet antibactérien de la propolis contre S. aureus
ATCC 6538 donne un diamétre d’inhibition de ’ordre de 11,12 + 0,81 mm, 13,82 £ 1,12 mm,
13,96 + 0,83 mm, 14,58 + 0,95 mm et 14,95 £ 0,45 mm pour les concentrations 40 %, 12 %,
10 %, 8 % et 6 % respectivement. Le mélange (combiné chitosane / propolis) n’a pas
démontré de pouvoir antibactérien attendu démontré par d’autres auteurs, les résultats relevés
se situent dans I’intervalle de 2,41 £ 0,09 mm & 6,18 £ 0,58 mm un effet presque négligeable.

L’extrait E3 avait montré un meilleur pouvoir de réduction de la charge microbienne
de S. aureus et d’E. coli par rapport aux autres extraits de chitosane obtenus par optimisation
des protocoles d’extraction. Nous avons noté que I’extrait éthanolique de la propolis a permis
la diminution de la charge bactérienne observée pour S. aureus.

Dans le cadre de la gestion des déchets, notre étude suggere a encourager 1’extraction
de molécules bioactives dans le territoire national issues de déchets chitineux, sources de
chitosane candidat naturel prometteur pour le développement durable et de 1’économie
circulaire, de méme pour la propolis mal exploitée par les industriels malgré son fort pouvoir
bactéricide. Nos perspectives visent a étudier et paramétrer ’optimisation du mélange
combiné chitosane / propolis qui peut représenter une valeur ajoutée pour le développement

durable.
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Résumé :

L’objectif de ce travail est de mettre en place un procédé d’extraction de chitosane et de propolis et de démontrer leurs
pouvoirs antibactériens ainsi que celui du combiné (chitosane / propolis). Les résultats ont montrés que les différents extraits
de chitosane Els, E1; E2 et E3 ont correctement été déminéralisés avec un taux de cendres totales largement inférieure a 1%
marquant qu’E3 I’a été totalement et sa solubilisation était remarquable a 1% dans de I’acide acétique a 1,5%. Les
rendements de chitine et de chitosane de ces extraits ont été de ’ordre de 34%, 19,35%, 22,78% et 20,13% et de 38,24%,
75,20%, 93,76% et 97,24% respectivement et celui de I’extrait éthanolique de la propolis été estimé a 17,85%. Les
expérimentations révelent qu’E2 et E3 purs, présentent une activité antibactérienne avec des diametres d’inhibition de I’ordre
de 11,52 + 1,36 mm et 12,84 + 1,63 mm pour S. aureus et de 11,97 + 0,16 mm et 15,77 + 0,79 mm pour E. coli
respectivement avec des CMI de 0,5% et 2% pour S. aureus et E. coli significatives a E3. La propolis a présenté un pouvoir
antibactérien pour S. aureus avec des diamétres d’inhibition de 14,95 + 0,45 mm, 14,58 + 0,95 mm, 13,96 + 0,83 mm, 13,82
+1,12 mmet 11,12 + 0,81 pour les concentrations (6%, 8%, 10%, 12% et 40% de propolis). L effet combiné (Ch. E2 + Pro)
a relevé pour S. aureus des diamétres d’halos d’inhibition négligeables allant de 2,41 + 0,09 mm a 6,18 + 0,58 mm avec des
CMI de 25 % / 75 % (chitosane / propolis) pour les deux pathogenes S. aureus et E. coli.

Mots clés : recyclage, économie circulaire, développement durable, extraction, chitosane, propolis, synergie, effet

antibactérien.

Abstract :

The objective of this work is to set up an extraction process of chitosan and propolis and to demonstrate their antibacterial
powers as well as that of the combined (chitosan / propolis). The results showed that the different extracts of chitosan Els,
El;, E2 and E3 were correctly demineralized with a total ash rate largely lower than 1% marking that E3 was totally
demineralized and its solubilization was remarkable at 1% in acetic acid at 1.5%. The chitin and chitosan yields of these
extracts were in the order of 34%, 19.35%, 22.78% and 20.13% and 38.24%, 75.20%, 93.76% and 97.24% respectively and
that of the ethanolic extract of propolis was estimated at 17.85%. The experiments reveal that pure E2 and E3, present an
antibacterial activity with inhibition diameters of about 11.52 + 1.36 mm and 12.84 + 1.63 mm for S. aureus and 11.97 + 0.16
mm and 15.77 + 0.79 mm for E. coli respectively with MICs of 0.5% and 2% for S. aureus and E. coli significant at E3.
Propolis exhibited antibacterial potency for S. aureus with inhibition diameters of 14.95 + 0.45 mm, 14.58 £ 0.95 mm, 13.96
+ 0.83 mm, 13.82 + 1.12 mm, and 11.12 + 0.81 for concentrations (6%, 8%, 10%, 12% and 40% propolis). The combined
effect (Ch. E2 + Pro) showed negligible inhibition halo diameters for S. aureus ranging from 2.41 + 0.09 mm to 6.18 + 0.58
mm with MICs of 25% / 75% (chitosan / propolis) for both S. aureus and E. coli pathogens.

Keywords : recycling, circular economy, sustainable development, extraction, chitosan, propolis, synergy, antibacterial

effect.



