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ABSTRACT:

Keywords: propolis, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, antimicrobial activity.

Propolis is a natural substance sticky resinous that is harvested by the honey bees, which was
determined its composition in polyphenols and flavonoids for five samples; four of Tlemcen
and one of Chlef. Its chemical composition depends on harvest area (botanic origins) and it
gives it antioxidant property. For the antimicrobial activity it has proved to be very low in
comparison with the other propolis in the world. Then, we studied the impact of the
complexation of our extracts by B-cyclodextrin, in terms of antioxidant and antimicrobial
activities.

RESUME :

Mots clés: propolis, polyphénoles, flavonoides, activité antioxydante, activité

antimicrobienne.

La propolis est une substance naturelle collante, et résineuse récoltée par les abeilles
ouvrieres, dont on a déterminé sa composition en polyphénoles et flavonoides pour cing
échantillons ; quatre de Tlemcen et une de Chlef. Sa composition chimique dépend de la zone
de récolte (source botanique) ce qui reflete la différence de leur activité antioxydante. Pour
I’activité antimicrobienne elle s’est révélée trés faible par rapport aux autres propolis du
monde. De, plus nous avons étudi¢ 1’impact de la complexation de nos extraits par la [3-

cyclodextrine, sur le plan des activités antioxydante et antimicrobienne.
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LISTE DES ABREVIATIONS

A : Absorbance UV.

AA : activité antioxydante.

Ar : Aryle.

CAPE : phényléthylique d’acide caféique.

CCM : chromatographie sur couche mince.

CD :cyclodextrine

DPPH: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl.

EC 50 : Concentration Effective médiane.

EEP : Extrait éthanolique de propolis.

ESI : Electro- Spray lonisation (lonisation par électro-nébuliseur)
FCR : réactif de Folin-Ciocalteau

HPLC : Chromatographie Liquide de Haute Performance
IC 50 : Concentration Inhibitrice médiane

IR : Spectroscopie infrarouge

GC : chromatographie gazeuse

LC : chromatographie liquide

LD 50 : dose létale mediane.

MIC : concentration inhibitrice minimale.

MS : Mass Spectrometry (Spectrométrie de masse)

PDA : détecteur a barrette de diodes

pH : Potentiel Hydrogéne

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire.

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity(capacité antioxydante en équivalent trolox)
UV : ultraviolet.
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Partie bibliographique

1. INTRODUCTION GENERALE

A C’est quoi la propolis ? :

La propolis est une substance naturelle, collante et résineuse, récoltée par les abeilles
ouvriéres (Apis mellifera), a partir des bourgeons de différents d’arbres. Elles les mélangent
avec ses propres enzymes (ex : [-glucosidase) [1], de la cire et de pollen formant ainsi la
propolis [mot grecque, pro=défense et polis=cité] [2,3,4]. D’ou, son utilisation par les abeilles
comme un moyen de défense contre les micro-organismes pathogenes, et pour embaumer les
intrus qui peuvent entrer dans la ruche en empéchant leur décompositions [1,5]. En plus, elle
est utilisé pour sceller la ruche et pour la laver, la propolis peut étre appelée une "arme

chimique™ des abeilles [6,7,8].

B. Problé matique :
La résistance medicamenteuse est de plus en plus prononcée dans notre monde actuel,
de plus ’émergence de nouvelles épidémies dues a la mutation des virus et bactéries, est une

urgence pour nous les chimistes a développer et trouver de nouvelles molécules actives.

C. Objectifs :

Dans le cadre d’explorer le régne naturel, afin de trouver de nouvelles substances
actives, nous avons choisi I’étude de la propolis, de plusieurs régions de Tlemcen avec
objectif utlime de trouver celle qui correspond au meilleur enmplacement, via 1’étude de la

composition chimque et ’évaluation de I’activité biologique.

Il.  Chapitre 1 : Généralité sur la propolis
A. Généralité :
1. Un peu d’histoire sur la propolis
Par sa biodiversité, elle se révele aseptisante pour le logis des abeilles. Un corps
étranger introduit dans la ruche est tué par le venin, et enduit de propolis. Elle servait autrefois

comme anti-infectieux externe, contre les tuméfactions, les indurations et les plaies qui

cicatrisent mal [9].



2. Origine de la propolis:

La composition de la propolis est issue de trois sources :
a) Végétal des exsudates de la plante rassemblé par les abeilles, les résines sécrétés par les
bourgeons de peuplier, pin, bouleau, chataigne, érable, et les substances lipophiliques secrétés
par les lésions des plantes (des résines ou des colles) [10].

b) Animal : Substances sécrétés par les abeilles (la cire, la salive) [10].

c) Matieres secondaires : introduites pendant la production de la propolis (le pollen, le nectar
ou le miel). Selon la source de la plante rassemblée par les abeilles [10].

Tableau (1) : Relation entre le genre des plantes et la région géographique de la propolis.

Genrelespece arbre ou plante Région géographique Référence
Populus Nigra, Populus Italique et Populus | Mongolie et Bulgarie [11]
Tremula

Betula, Populus, Pinus, Acacia et Aesculus Hongrie [12]
Caducs Populus et Betula Russie [13]
Baccharis spp Brésil [14]
Clusia minor et Clusia major Le Venezuela [15]
Populus Trichocarpa et Populus Tremuloides | Canada [16]

3. Utilisation par Pabeille :

Les abeilles sont d’excellentes chimistes car elles transforment en permanence des

résines en propolis pour: le scellement des fissures dans la ruche, création d'une surface lisse
pour la fixation des rayons de miel, I'embaumement des parasites [17].

B. Inté réts biologiques et thérapeutiques de la propolis :

La composition chimique précise de la propolis est complexe et influencée par
plusieurs facteurs tel que : ’origine phytogéographique, la période de récolte (saison), et le
type d'abeilles (especes) qui fourragent [18].




1. Propriétés antioxydantes :

La propolis possede une activité antioxydante, cependant, il y a peu d’études sur le
rapport entre cette activité et les composés chimiques dans la propolis. Elle est déterminée
essentiellement par l'inhibition d'oxydation d'acide linoléique et la méthode DPPH [18].

L'activitée antioxydante a une relation directe avec la quantité totale des flavonoides
dans les EEP. Yamauchi et al. (1992) ont isolé la cafféate du benzyle comme un des
antioxydants de propolis Chinoise, et ont décrit que des composants autre que les flavonoides
contribuent aussi a l'activité antioxydante de propolis [19].

2. Activité antibactérienne :

Beaucoup d'études ont montré que, la propolis est généralement active contre la
plupart des bactéries gram-positives et quelques champignons, le niveau d'activité dépend de
la zone géographique, sirement di a la différence dans la composition chimique [20].

La propriété antimicrobienne de la propolis a été largement étudiée, et plusieurs
auteurs ont démontré son activité antibactérienne, comme le montre le tableau suivant [21,22].

Tableau (2) : L’activité antibactérienne de la propolis de plusieurs zone géographique
vis-a-vis plusieurs bactéries.

zone Produit | Activité Genre de bactérie cible Référence
géographique | atester |antibactérienne
MIC(mg/L)
Royaume unie | EEP MIC< 250mg/L | S.aureus, St. pyogene, B.cereus
Camerone EEP MIC< 32mg/L S.aureus, S.epidermidis,
St.pyogenes, E.faecalis, B.subtilis,
B.cereus.
Tanzanie EEP MIC<16mg/L | Saureus S.epidermidis,
St.pyogenes, E.faecalis, B.subtilis,
B.cereus. [20]
Chine EEP MIC<125mg/L S.aureus, S.epidermidis,
St.pyogenes, E.faecalis, B.subtilis,
B.cereus.
Etats unis EEP MIC< 250mg/L | S.aureus, S.epidermidis,
St.pyogenes, E.faecalis, B.subtilis,
B.cereus.
Grece EEP MIC<2.5mg/L S.aureus, S. epidermidis, B. cereus [23]
, L. monocytogenes et L.fermentum

» D’autres activités sont détectées comme : anticancéreuse [24], hépatoprotective [25] et
immunorégulatrice [26].




. Chapitre 11 : Les différentes études sur la propolis

A. Introduction :
Il existe des différences significatives de composition entre les propolis, selon le lieu
géographique de la ruche, les végétaux employés, les especes d’abeilles et la disponibilité des

Végétaux nécessaires a 1’élaboration de la propolis.

B. Etude chimique :
On ne peut pas standardiser la composition chimique de la propolis pour tous les

échantillons car elle dépend de plusieurs facteurs.

1. Composés non volatiles de la propolis :

pinobanksin 3-(2-methyl)butyrate (1), pinobanksin 3-isobutyrate (2), pinobanksin 3-
hexanoate ( 3), pinobanksin 3-butanoate ( 4), pinobanksin 3-propanoate ( 5), pinobanksin 3-
acetate ( 6), pinobanksin 3-acetoxy-7-methyl éther (3-acetylalpinone) (7), pinobanksin 5-
methyl éther ( 8), pinobanksin (9), pinostrobin(10), pinocembrin(11), chrysin (12),
tectochrysin (13), chrysin 5-méthyl éther (14), galangin (15), izalpinin (16), kaempferol (17),
éther 3-methyl quercetin (18), acide p-coumarique (19), acide cafféique (20), acide 3,4-
dimethoxycinnamique (21), acide cinnamylideneacetique (22), 2-méthyl-2-butenyl p-
coumarate ( 23), 2-méthyl-2-butenyl ferulate (24),3-méthyl-3-butenyl ferulate (25), benzyl p-
coumarate (26), benzyl ferulate ( 27), phenyléthyl cafféate ( 28), cinnamyl cinnamate (29),
cinnamyl p-coumarate (30), cinnamyl cafféate (31), cinnamyl isoferulate (32), cinnamyl 3,4-
diméthoxycinnamate (33), 2-Acétyl-1-coumaroyl-3cinnamoylglycérol (34),2-Acétyl-1-
feruloyl-3-cinnamoylglycérol (35) 2-Aceétyl-1,3-dicinnamoylglycérol (36), 2-acetyl-1,3-
dicafféoylglycérol (37), 2-acétyl-1-cafféoyl-3coumaroylglycérol (38).
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Figure (1) : principaux composés dans les différents échantillons de la propolis dans le monde.




Tableau (3) : composition chimique des échatillons de la propolis du monde ( non volatile).

Origine de Methodes Composés chimiques Références
la propolis | d’analyse
Portugal LC-MS 1-33 ; dérivés glucuroniques de quercetine. [27]
Uruguay HPLC , RMN | 1-33. [28]
'H1c, IR
Chine LC-MS, RMN | 8,11,19,20,21,34-38,(+)-2-acetyl-1-(E)- [29]
B, feruloyl-3-(E)-cinnamoylglycerol, 2-acetyl-
1,3-diferuloylglycerol
Propolis ESI(+)- 6-Acetyl-2,2-dimethyl-3-hydroxychroman ; 2- [30]
rouge (Brésil) | MS/MS Hydroxy-4-methoxychalcon ; Liquiritigenin ;
Formononetin ; Medicarpin ; Biochanin A ;
Retusapurpurin B ; Hesperetin 7-
rhamnoglucoside.
Corée du HPLC-MS, 6,8,9,11-13,15,17,19-22,28,31 [31]
Sud HPLC-PDA.
Grece GC-MS Glycérole, acide malique, acide oléique, [23]
emodine, D-fructose, 4,6,9-12,15,17,19-21,27-
29,31.
2. Composés volatiles :

Les éléments constitutifs volatils de la propolis jouent un réle important en contribuant

a sonarbme agréable et son activité biologique, surtout l'activité antibactérienne [32]. Voici

un tableau qui résume quelques substances volatiles de la propolis:

Tableau (4) : quelques composés volatiles dans la propolis du monde.

Origine Composés volatiles Référence
Grece trans-caryophylléne, géranyl d’acétone, caryophylléne, Aristolone,
a-Amyrine, Thymol, Menthol, Thunbergol, Acide Pimarique,
Totarol, Phytol,Acide Dehydroabietique, acide Abiétique, acide [23]
Isopimarique
France -eudesmol ,guaiol, benzoate de benzyle.
Brésil longipinene, a-eudesmol, B-eudesmol, B-caryophyllene, a-pinene,
[-pinene.
Chine acide acétique, 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4-methyl-benzene, [32]
1,2,3,4, 4a,5,6,8a-octahydro-4a,8-diméthyl-2- (1-méthyléthenyl)-
naphthalene, alcool benzylique.
Turkie a —terpinene, o, —terpineol, junipene, alcool cinnamique, B-
cariophylléne.




C. Etudes sur la propolis algérienne :
Il n’y a pas beaucoup d’études sur la propolis Algérienne, on retrouve quelques
articles sur la composition chimique et I’activité biologique mais il n’existe pas d’études

botaniques concernants la provenance de la propolis Algérienne.
1. Etude chimique

Des composés polyphénoles et terpenes sont identifiés dans la propolis du nord de

I’Algerie avec principalement deux methodes d’analyses : HPLC-MS/MS et RMN [33].
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Figure (2) : Les principaux polyphénoles détectés dans la propolis algérienne
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Figure (3) : Les principaux terpénes détectés dans la propolis algérienne

2. Etudes biologiques :
Activité antimicrobienne :

Comme tous les autres types de la propolis du monde la propolis Algérienne possede
une bonne activité antimicrobienne surtout contre les batéries gram-positifs et moindre contre
les gram-négatifs et cette activité est due principalement aux composés terpénigues.

Tableau (5) : activité antimicrobienne de la propolis algérienne.

microbes testés Zone d’hinibition/ MIC (mg/ml) Reéference
S. aureus 16/0.80
S. epidermidis 15/0.96
P. aeruginosa 12/1.75
E. cloacae 12/1.78
K. pneumoniae 15/0.98
E. coli 16/0.74 [34]
S. mutans 16/0.69
S. viridans 17/0.65
C. albicans 10/1.38
C. tropicalis 11/1.47
C. glabrata 12/1.54




IvV. Conclusion général

La propolis est une substance naturelle collante que les abeilles la produisent et qui est
utilisée par eux essentiellement comme un moyen d’hygiéne contre les différentes
pathogenes, et les études scientifiques ont confirmés la présence d’une activité
antibactérienne, antifongique et antivirale. La propolis a montré aussi d’autres activités

comme antioxydante, antitumorale, anti-inflammatoire, et cicatrisante.

La composition chimique de la propolis differe selon plusieurs facteurs, I’espece
d’abeille et la source des résines des plantes, ce qui influe les propriétés chimique, physique et
biologique de différents échantillons de la propolis. Alors une standardisation concernant les

effets biologiques ou la composition chimique de la propolis est impossibles et peu fiable.



Partie expérimentale :

l. Travail effectué :

Indications générales :

UV-Visible :
Les analyses UV, réalisées lors de cette étude ont été effectuées au laboratoire (COSNA) sur

un spectrophotometre Thermo-Scientific HeAios v.
Les CCM :

Chromatographie sur Couche Mince (CCM), réalisée sur des plaques d’Aluminium
recouvertes de gel de silice 60 Fs4.

Expérience :

Notre étude expérimentale se tourne autour de cing échantillons de la propolis
algérienne, quatre échantillons de Tlemcen de différentes régions Sidi abdlli, Beni snous,
Chouli et Chetouane et un échantillon de la ville de Chlef, qui va nous servir comme
référence de comparaison.

Notre travail va se focaliser aux étapes suivantes :
v' Macération des propolis dans 1’éthanol.
v' Déterminer le Amax de chaque extrait éthanolique.
v' Détermination de la quantité totale en polyphénoles et flavonoides dans chaque extrait
éthanoigue de la propolis (EEP).
v Evaluation de 'activité antioxydante des EEP par trois méthodes différentes.
v Evaluation de I’activité antimicrobienne de chaque EEP.
v Extraction et estérification des acides gras de la propolis.
Dans le but, d’évaluer I’effet de la B-cyclodextrine (B-CD) sur les différents EEP, on a réalisé

les mémes processus pour les complexes d’inclusion CD+EEP comme pour les EEP seules.

1. Matériels et méthodes :

A Extraction de la propolis :

Les cing échantillons de la propolis ont était extrait par macération pendant trois

semaines dans 1’éthanol, ensuite Iextrait est filtré sous vide et le solvant est ¢vaporé par
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évaporateur rotatif. L’extrait résultant était de couleur marron foncée pour EEP de Chlef, et de

marron clair pour EEP des régions de Tlemcen et d’apparence liquide visqueuse.

B. Détermination de la longueur d’onde d’absorption maximale des EEP :

On a mesuré I’absorbance des différents échantillons de la propolis dans le domaine de
I'ultraviolet et les résultats sont représentés sous forme des graphes (voir figure.5). La
longueur d’onde maximale d’absorption de la propolis se trouve dans le domaine de 'UV et
elle est due principalement aux flavonoides et aux acides phénoliques [35].

C. Détermination de la quantité totale en polyphénoles et flavonoides des

EEP:

1. Quantité totale en polyphénoles :

La quantité totale en polyphénoles est déterminée par la méthode de Kumazawa et col
(2002) avec quelques modifications [36]. (0.5) ml de EEP est mélangé avec (0.5 ml) de réactif
de Folin-Ciocalteau et (0.5 ml) de Na;CO3 10% et on ajoute 1 ml d’eau pour diluer le
mélange. L’absorbance est mesurée a 760 nmapres 1h d’incubation a température ambiante et
le blanc utilisé est le mélange réactionnel sans échantillon.

L’échantillon des propolis est évalué a une concentration finale de 40 pg/ml et la

quantité en polyphénoles est déterminée en mg/g (équivalent d’acide gallique).

2. Quantité totale en flavonoides :

La quantité totale en flavonoides est estimée par un dosage colorimétrique en suivant
la méthode de Woisky et Salatino (1998) avec une petite modification [37].

Au (0,5ml) d’EEP on ajoute 0,5ml d’une solution méthanolique de AICk 2% et 1,5ml
de méthanol. Apres 1h d’incubation a température ambiante on mesure 1’absorbance a 420
nm. La concentration finale d’EEP est de 200 pg/ml.

La quantité des flavonoides est determinée comme équivalent de rutine mg/g a partir

d’une courbe d’étalonnage.

D. Evaluation de P’activité antioxydante de chaque EEP :

L’activit¢ antioxydante des EEP exprimée par trois méthodes différentes pour trois
aspects : la neutralisation des radicaux libres par la méthode DPPH, la puissance réductrice
des ions Fe®* par la méthode FRAP et la diminution de ’auto-oxydation des acides gras

insaturés par la méthode acide linoléique/B-carotene.
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1. Activité antioxydante DPPH :
a) Principe de la méthode :

Le composé  chimique  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle  (o,a-diphenyl-p-
picrylhydrazyle) fut ’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation
structure-activité antioxydante des composes phénoliques [38].

Dans le cas des composes phénoliques (Ar-OH), le mécanisme principal d’action est le
piégeage des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPHe alors il se transforme
en une molécule stable DPPHH [39].

p
O,N
H
@N/N@NO2 OH ©\N/N NO2 e}
i X R@ - + R_©/
( ] 2

bleue violet jaune

Figure (4) : mécanisme d’action de DPPH avec les polyphénoles.
b) Expérience :

Le mélange de réaction contient 2,5 ml de méthanol, 125 uM DPPH, et les
échantillons a tester. Aprés 1 h d'incubation a température ambiante, l'absorbance a été
enregistré a 517 nm. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de diminution par rapport
aux valeurs ttémoins [40].

Les EEP ont été évalués a la concentration finale de 400, 200, 100, 66.67 et 20 pg/ml.

L’activité antioxydante est calculée par la relation suivante :

A control—A echantillon

AA% = X100

A control

2. Méthode FRAP (Ferric reducing-antioxidant power) :

La puissance de réduction de la solution éthanolique de la propolis et le complexe
CD+ propolis a eté determinée selon la méthode de  Lugasi(2003) avec certaines
modifications [41]. L’échantillon dilu¢é 1mg/ml (1 ml) a ét€ mélangé avec du tampon
phosphate (2,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml ferricyanure de potassium 1% ; le mélange est
incubé a 35°C pendant 20 min. L'acide trichloracétique (2,5 ml, 10 %) a été ajouté au
mélange qui est ensuite centrifugé a 1500 t/min. Par la suite, (2.5 ml) de la solution a été
mélangée avec de I'eau distillée (2,5 ml) et une solution fraichement préparée de FeCl; (0,5
ml, 0,1 %).
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L'absorbance a été lu a 700 nm. L'augmentation de l'absorbance du mélange
réactionnel indique que la puissance de réduction est élevée. La puissance de réduction est
donnée en équivalent de trolox (TEAC. g%) qui indique la quantité de trolox exprimé en mg
qui a le méme pouvoir réducteur que celle de 1 g d'échantillon [42].

3. Activité antioxydante par I’oxydation de I’acide linoléique :

Cette expérience a été réalisée par la méthode d’Emmons, Peterson et Paul (1999)
avec quelgques modifications [43]. Le B-carotene (3 mg) a été dissous dans 30 ml de
chloroforme et 3 ml a été ajouté a 100 pl d'acide linoléique et 1 ml de Tween 20. Le
chloroforme a été retiré sous un flux d'azote gazeux. L'eau distillée (100 ml) a été ajoute et
bien mélanger. Une proportion (3 ml) de I'émulsion de lacide linoléique/p- caroténe était
mélangée avec 200 pl de solution d'EEP et incubées dans un bain d'eau a 40 °C. L'oxydation
de I'émulsion a été suivit par spectrométrie en mesurant labsorbance a 470 nm aprés une
période de 60 minutes. L’échantillon de contrdle contenu 200 pl de solvant a la place de
l'extrait.

L'activité antioxydante est exprimée en % par rapport a l'inhibition de contrdle apres
60 min d'incubation en utilisant I'équation suivante : AA = 100(RDC _ DRS)/RDC ou AA est
lactivité antioxydante, la RDC est le taux de dégradation de contréle ( =In(a/b)/60), les DRS
est le taux de dégradation en présence de I'échantillon ( =In(a/b)/60), a est I'absorbance initiale
au temps 0, et b est l'absorption a 60 min. les échantillons EEP ont été évalués a la
concentration finale de 62,5 pg/ml.

E. Evaluation de Pactivité antimicrobienne des EEP :

L’activité antimicrobienne de chaque extrait a ét¢ évaluée par la technique des disques
en papier (Khanna et al., 2011) vis-a-vis 8 germes de références (2 bactéries a Gram positif, 3
bactéries a Gram négatif et 3 levures) [44].

1. Préparation des suspensions des germes test :

A partir des cultures de 18 a 24 heures de microorganismes test sur leurs milieux
appropriés, des suspensions en eau physiologique stérile sont préparées. La densité optique de
chaque suspension est ajustée entre 0,08 et 0,1 a la longueur d’onde A= 600 nm pour les
bactéries et entre 0,12 et 0,15 a la longueur d’onde A= 530 nm pour les levures (turbidité
équivalente a 0,5 McFarland.

2. Protocole de ’activité antimicrobienne par la technique des disques en papier :

Des disques stériles de papier Wattman N° 3 (6 mm de diametre) recoivent 30 puL de
chaque extrait et des disques témoins regoivent 30 pulL. du solvant pure (DMSO) (par des
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dépots successifs de 10 pL tout en évitant les débordements). Aprés leur séchage, les disques
en papier sont déposés sur des boites de pétri contenant des milieux gelosés, Muller-Hinton
(pour les bactéries) et PDA (pour les levures), préalablement ensemencés par écouvillonnage,
selon la technique CLSI (2010), avec les suspensions des micro-organismes test. Les boites
de pétri sont laissées pendant 2 heures a 4°C (pour une bonne diffusion de I’extrait), puis

incubées a 37°C pour les bactéries et a 25°C pour les levures.

F. Extraction et estérification des acides gras de la propolis :

1. Extraction des acides gras de la propolis :

Les acides gras sont extraits de la propolis avec I'hexane a I'aide d’un montage a
reflux avec le soxhlet [45]. L’opération est terminée quand on remarque la disparition de la
couleur au cours d’un reflux d’environ 4 h, puis on évapore le solvant et on procede a la
séparation des acides gras de I’extrait. Ceci est réalisé par le traitant en premier lieu avec une
solution alcoolique basique KOH 2.25% dans I'éthanol. Le mélange est extrait avec de ’eau
distillée, et on récupére la phase aqueuse qui est ensuite acidifiée et extraite avec de I'hexane.

Ce traitement nous permet d’¢éliminer les substances non acides qui sont insolubles
dans I’eau mais peut entrainer des molécules indésirables comme les polyphénoles.

2. Estérification des acides gras :

L’estérification des acides gras est faite en suivant la méthode de James (1959) avec
certaines modifications [46].

On évapore I’hexane de la phase organique traitée et séchée et on réalise une réaction
d’estérification avec le méthanol comme solvant et en milieux acide HCI 0.8N. La réaction se
déroule dans un montage a reflux pendant 20 min apres solubilisation total, et le mélange est
extrait avec un melange eau-hexane, ensuite la phase organigque est séchée et évaporée sous

vide. Ce protocole donne que des esters méthyliques qui sont analysées par IR.

1. Résultats et discussions :

A La longueur d’onde d’absorption maximale des EEPs:
Les longueurs d’ondes de 1’absorption maximale pour ces échantillons sont :

Tableau (6) : valeur des Amax pour chaque EEP.

Propolis chetouane | Sidiabdlli Chlef Beni snous Chouli
Amax (nm) 290 289 279 290 283
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La longueur d’onde maximale n’a pas de signification sur le plan caractérisation des
différentes propolis mais en mesurant 1’absorbance spécifique des EEP a cette longueur
d’onde on obtient un parametre physicochimique qui caractérise chaque propolis et peut nous

renseigner sur sa composition chimique [18].

Absorbance des différentes propolis dans I'UV
45
4
3,5
3
< = chetouane
5
B 2,5
e e sidabdli
2 2
< 15 chlef
1 e hNisnous
0'5 e chouli
0
200 250 300 350 400 450
longueur d'onde nm

Figure (5): Spectre d’absorption UV des EEPs

% Pour la complexe CD + propolis il avait donné la méme allure du graphe avec la
méme longueur d’onde maximale que la propolis seule. Ceci peut étre expliqué, en
premier lieu qu’il n’y a pas eu d’inclusion spécifique aux composés des EEPs des
différents régions. Mai il est important a noter, que 1’effet de la concentration n’a pas
été étudié, généralement la complexation aura lieu a partir d’un ratio spécifique pour

chaque type de molécule invitée.

B. Quantité totale en polyphénoles et flavonoides :
1. Quantité totale en polyphénoles :
Apres la mesure de I’absorbance de chaque EEP+FCR on a obtenu les résultats suivants :

Tableau (7) : absorbance des EEP+ FCR.

propolis chetouane Sidi abdli Chlef Beni snous Chouli
A 0,425 031 0,193 0,321 0421

Nous avons préparé une séric de solution d’acide gallique de différentes

concentrations soumis aux analyses de leur absorbances. L’ensemble est regroupé dans le

tableau suivant :
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Tableau (8) : Absorbance de ’acide gallique a différentes concentrations :

[a. gallique] pg/ml 20 13,33 10 6,67 4 2 1
A 1,922 1,302 1,013 0,679 0,442 0,355 0,156
courbe d'eatalonnage d'acide gallique (A= 760 nm)
2

1,8 y=0,0907x +0,1002

16 R?=0,9966

1,4
Q
g 12
(5]
2 1
[]
208
©

0,6

0,4

0,2

0
0 5 10 15 20
concenration de I'acide gallique pg/ml

Figure (6) : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
A partir de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique, on déduit la quantité en polyphénoles.

Tableau (9) : quantités en polyphénoles des EEP en équivalent d’acide gallique.

Propolis chetouane | Sidiabdlli Chlef Beni snous chouli
quantité en polyphénoles mg/40 mg 3,58 2,31 1,02 243 3,54
quantité en polyphénoles mg/g 89,53 57,83 25,58 60,86 88,42

2. Quantité totale en flavonoides :

L’absorbance des cinq échantillons est regroupé dans le tableau suivant :

Tableau (10) : absorbance des EEP+AICIs.

Propolis chetouane Sidi abdlli Chlef Beni snous Chouli
A 0,762 0,197 0472 0,453 0,406

Afin d’établir notre courbe d’étalonnage, nous avons préparé une série de solution de
la rutine a différente concentration et on a déterminé leur absorbance, les résultats sont
comme suit :

Tableau (11) : absorbances de la rutine a différentes concentrations

[rutine] pg/ml 100 50 20 10 5 2
A 2,598 1,544 0,601 0314 0,134 004
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courbe d'etalonnage de rutine (A=420 nm)

3
y=0,0264x+0,05
2,5 R?=0,991

absorbance
[EEN
(93]

0 20 40 60 80 100 120
concentration pg/ml

Figure (7) : Courbe d’étalonnage de la rutine.

D’apres la courbe d’étalonnage on déduit la quantité des flavonoides dans chaque
propolis en équivalent de rutine.

Tableau (12) : quantité de flavonoides en équivalent de rutine pour chaque EEP.

Propolis chetouane | Sidi abdli chlef | Benisnous | Chouli
quantité en flavonoides mg/g 134,8 27,8 79,9 76,3 67,4
C. Evaluation de P’activité antioxydante :

1. Activité antioxyadnte par DPPH :
La méthode de mesure de l’activité antioxydante DPPH, a donné les résultats
suivants :
a) Pour les EPP seules :
Tableau (13) : valeurs d’activité antioxydante DPPH pour les EEP seules.

[EEP] pg/ml 400 200 100 66,67 20 Contréle

A (chetouane) 0,085 0,093 012 0,212 0,536 0,738

A (sidiabdlli) 0,104 0,256 0422 0,528 0,676 0,731

A (benisnous) 0,08 0,102 0,115 0,216 054 0,704

A (chouli) 0,096 0,145 0,225 0,347 0,568 0,692

A (chlef) 0,191 0,164 0,313 1,067 1271 1,526
AA %(chetouane) 88,48 87,4 83,74 71,27 27,37 *
AA % (sidiabdlli) 85,77 64,98 42,27 27,77 752 *
AA % (benisnous) 88,64 85,51 83,66 69,32 23,3 *
AA % (chouli) 86,13 79,05 67,49 49,86 17,92 *
AA % (chlef) 87,48 89,25 79,49 30,08 16,71 *
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Et la concentration inhibitrice médiane (ICsg) pour chaque extrait est regroupée dans le

tableau suivant :

Tableau (14) : concentration inhibitrice médiane (1Csp) pour chaque EEP.

Propolis

chetouane

Sidi abdlli

Beni snous

Chouli

Chlef

1Cs0 pg/ml

35,6

1427

50,8

70,1

72,7

L’activité antioxydante de la propolis dépend essentiellement de la quantité totales en

flavonoides et polyphénoles, et les résultats obtenus par notre étude confirme cette relation ;

plus la quantité en polyphénoles augmente plus I’activité¢ antioxydante est élevée.

D’aprés nos résultats, 'EEP de Chetouane présente la plus grande quantite en

polyphénoles 134 mg et en flavonoides 89 mg, ce qui prouve bien la meilleure activité

antioxydante obtenu.

100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 A

AA% DPPH

Activité antioxydante des EEP par la méthode DPPH

400

200

concentration en EEP pg/ml

100

66,67

20

M chetouane
benisnous

M chouli

W chlef

M sidiabdlli

Figure (8): Histogramme de I’activité antioxydante par DPPH.

b) Pour le complexe CD+EEP :

Tableau (15) : absorbance et activité antioxydante par DPPH des EEP+CD.

[EEP+CD] pg/ml 400 200 100 66,67 Contrble
A (chetouane) 0,094 0,121 0,219 0,384 0,608 0,748
A (sidiabdlli) 0,246 0,313 0,497 0,587 0,701 0,735
A (benisnous) 0,103 0,195 0,287 0,468 0,609 0,709

A (chouli) 0,144 0,226 0,354 0,506 0,647 0,704

A (Chlef) 0,177 0,473 0,865 1,289 1,43 1,528
AA %/(chetouane) 87,43 83,82 70,72 48,66 18,72 *
AA % (sidiabdlli) 66,53 57,41 32,38 20,14 4,63 *
AA % (benisnous) | 85,47 72,5 59,52 33,99 141 *
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AA % (chouli)

79,55 67,9

49,72

28,13

8,1

AA % (chlef)

88,42

69,04

43,39

15,64

6,41

Les concentrations inhibitrices médianes pour chaque complexe CD+EEP sont comme sulite:

Tableau (16) : concentrations inhibitrices médianes pour chaque complexe CD+EEP.

EEP+CD

chetouane

Sidi abdlli

Beni snous

chouli

Chlef

|C5o |.1g/ml

99

169

112

138

183

L’activité antioxydante de la complexe CD+EEP est plus faible que celle de I'EEP

seule, et ca peut étre expliqué par le faite que la cyclodextrine forme des complexes

d’inclusion avec les entités réactives responsables de cette activité (flavonoides et

polyphénoles) [47].

Ce qui conduit, a leur ¢limination de la solution sous forme de précipité et c’est ce

quon a remarqué lors de la formation du complexe (voir figure.9), donc on aura une

diminution de I’activité antioxydante.

Schéma 1 : Proposition du processus de complexation.
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Activité antioxydante des EEP+CD par la méthode DPPH
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Figure (10) : AA des complexes EEP+CD par la méthode DPPH

2. Activité antioxydante par la méthode FRAP :

e Onobtenus les résultats suivantes par cette méthode :

Tableau (17) : absorbance des EEP et des EEP+CD.

échantillon chlef chetouane | Sidiabdlli | Benisnous Chouli
A (propolis) 0,820 0,758 0,500 0,742 0,437
A (propolis + CD) 0,456 0,378 0,249 0,369 0,216

e La courbe d’étalonnage du trolox, présente les différentes solutions avec des
concentrations de [0,5 -0,02] et leur absorbance. Le tous est regroupé ci apres :

Tableau (18) : absorbance de trolox a différentes concentrations.

[trolox] mg/ml

0,5

0,25

0,1

0,08

0,04

0,02

absorbance

1,360

0,660

0,257

0,166

0,087

0,040
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courbe d"activité FRAP pour trolox (A= 700 nm)

1,6
1,4 y=2,7706x-0,0288
12 R?=0,9992
g 1
20,8
2
20,6
0,4
0,2
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
concentration de trolox mg/ml
Figure (11) : Courbe d’étalonnage Trolox.
e D’apres les valeurs de cette courbe d’étalonnage on a obtenu :
Tableau (19) : capacité antioxydante en équivalent trolox mg/g.
Echantillon chlef | Chetouane | Sidi abdlli | Benisnous | Chouli
TEAC propotistco mg/g 175 147 100 143 88

Cette méthode donne des résultats qui ne sont pas en corrélation totale avec la

méthode de DPPH, car il ne prend pas en considération les mémes paramétres et en plus cette

méthode est connue comme étant moins précise que la DPPH ou l'oxydation de l'acide

linoléique [48].
3. Activité antioxydante par la méthode d’oxydation de ’acide linoléique

Pour cette méthode on a obtenu les résultats suivants :
Tableau (20) : absorbance et activité antioxydante des EEP et des EEP+CD.

EEP
échantillon | Contr6le | chlef | chetouane sidiabdli | benisnous |Chouli
A (0 min) 1,294 | 1,359 1,120 1,098 1,065 1,028
A (60 min) 0,847 | 1,155 0,995 0,879 0,902 0,851
AA % * 61,6 72,1 47,5 60,8 55,4
EEP+CD
A (0 min) 1,285 1,298 1,245 1,208 1,181 1,134
A (60 min) 0,836 0,998 0,965 0,879 0,892 0,84
AA % * 38,9 40,7 26 34,7 30,2
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Figure (12) : activité antioxydante des EEP et EEP+CD par la méthode acide linoléique.

Pour les résultats de cette méthode ils sont en bonne corrélation avec les résultats
obtenus par DPPH. Pour ca elles sont les plus utilisés pour évaluer I’activité antioxydante
d’un produit pur ou d’un mélange des produits qui ont une activité antioxydante.

Les meilleures activités sont obtenus, pour ’EEP de Chetouane, suivie par celle de
Benisnousse et Chlef, ensuite Chouli et en final celle de Sidi abdeli.

A ce niveau, nous pouvons dire que la propolis de Chetouane est la meilleure par
rapport aux autres étudiés. 1l est nécessaire de déterminer la flore botanique de cette région,
pour cela nous nous somme dirigé vers I’apiculteur ; qui d’apreés ces dires les ruches qui sont
au niveau de Chetoaune que leurs abeilles tombent rarement malade, présentent une bonne
production au niveau du miel au niveau quantité et qualité, et que la mauvaise production se
trouve au niveau de Sidi Abdli, ce qui est en accord avec nos résultats.

Mais, puisque nous disposons de la propolis issue de la méme espéce d’abeille, la
différence évidement réside dans la flore botanique de chaque région. Avec des arbres de
pistachiers, organiers et caroubier pour la région de Chetouane et essentiellement d’oliviers
pour la région de Sidi Abedelli.

Tandis pour Pactivité antioxydante pour les EEPs en présence de CD, abaissent
nettement ’activité, qu’on peut expliquer par la complexation des molécules les plus actives.
Ceci est un excellent résultat, c’est une méthode de séparation de certaines molécules, parmi
tant d’autre compétitives, qui mérite une étude par RMN approfondie pour caractériser la
structure de ces édifices, dont malheureusement nous n’avons pas eu l'opportunité¢ de la

réaliser, vue la non disponibilité de la RMN.
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D. Evaluation de ’activité antimicrobienne :

L’étude de I’activité antimicrobienne des EEP a révélé une activité tres faible ou on
peut dire qu’elle est inexistante en comparant avec les autres propolis citées précédemment
dans la partie bibliographique (tableau 2) [20]. L’exception pour I’EEP de Chlef, qui présente
la meilleure inhibition vis-a-vis Staphylococcus aureus, cela due surement a sa composition
chimique différente par rapport aux EEP de Tlemcen.

Quant a lactivité antifongique, tous les EEP présentent une faible inhibition vis-a-vis
I’ensemble des Candida albicans.

Les résultats pour les EEP seules sont regroupés dans le tableau suivant :
Tableau (21): diamétre d’inhibition en mm des EEP.

Extrait | Bacillus | Staphylococcus | E. | Citrobacter | Acinetobacter | Candida | Candida | Candida
cereus aureus coli | freundii baumanii albicans | albicans | albicans
444 10231 26790
1 09 10 07 07 - - 12 07
2 11 10 - 07 08 - 11 07
3 09 10 07 08 08 - 10 10
4 09 10 - 07 08 - 11 10
5 07 18 07 07 10 - 12 11

1 :sidiabdlli 2,67mg/ml ; 2 : Chouli 3,4mg/ml ; 3 : Chetouane 2mg/ml ;
4 : Benisnous 2,2mg/ml ; 5 : Chlef2,8mg/ml

activité antimicrobienne des EEP seules
20
g 18 1
E 16 1 M B. cerus
L 14 ~
512 - W S. aureus
=
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g 4 - M A. baumanii
T 2 - .
o | M C.albicans 10231
N D & R & C.albicans 26790
.q,"b &° & < &
'\b\ ¢ N
S & N

Figure (13) : activité antimicrobienne des EEP.

Pour les propolis avec la CD on remarque qu’il n’ya pas une grande amélioration de

I’activité¢ de fagon globale. Mais nous remarquons que le diametre d’inhibition de I’EEP de
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Chlef est le plus intense méme en présence de la CD vis-a-vis S.aureus, cette derniere est

connue pour sa résistance et son implication dans les infections nosocomiales.

A ce niveau

nous pouvons conclure, que I’apport de la cyclodextrine joue unrole dans le mode d’action de

L’EEP envers la bactérie S.aureus, que nous ne pouvons établir a notre niveau.

Un résultat surprenant, concernant I'activité antifongique envers Candida albicans

444, la cyclodextrine a amélioré I’activité car le diameétre d’inhibition a viré depuis 0 a 7, pour

les EEP de Chouli, Beni snous et Chlef. Ce résultat, méritera une explication approfondie de

ce qui a amplifié cette activité, sur le plan d’une étude par RMN du complexe former entre

EEP et la CD, mais aussi au niveau biologique le role de la CD a véhiculer un composé

sélective, vue son caractere amphiphile.
Et pour la propolis avec la CD voici les résultats :
Tableau (22) : diamétre d’inhibition en mm des EEP+CD.

Extrait | Bacillus | Staphylococcus | E. | Citrobacter | Acinetobacter | Candida | Candida | Candida
cereus aureus coli | freundii baumanii albicans | albicans | albicans
444 10231 26790
1 09 10 07 | 07 - - 12 07
2 12 13 07 | 07 08 07 11 10
3 09 10 07 | 07 08 - 10 10
4 09 11 07 | 07 08 07 11 10
5 10 20 07 | 07 10 07 12 11
activité antimicrobienne des EEP +CD
20 -

g 18 1

£ 16 - M B. cereus

.§ 14 - W S. aureus

% 1(2) : W E. coli

% 8 - M C.freundii

‘3 6 7 B A. baumanii

E 4 -

5 5 - M C.albicans 44

0 - . ] « C.albicans 10231
%a&\\ (\0"\ & & ¥ C.albicans 26790
b\ (9 Q,}O {\\‘9
2 X <

Figure (14) : activité antimicrobienne des EEP+CD.
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E. Extraction et estérification des acides gras :

Apres extraction et évaporation de solvant on a obtenu un extrait pateux de couleur
marron foncée pour tous les échantillons de la propolis. L’estérification de ces acides gras a
donné un mélange des produits dont il contenait des esters qui sont analysés par spectroscopie
IR et les résultats sont révélent, une similitude pour les bandes caractéristiques des esters pour
toutes les propolis, sauf celle de Sidi abdlli, qui présente en plus une bande vers les 1634,

correspondante aux élongations des liaisons C=C.

Tableau (23) : Analyse IR des esters méthyliques de la propolis des différentes régions.

Esters Chlef Sidi abdlli Chetouane Chouli Benisnous
Bandes CH (2917, CH (2920, | CH (2917, CH (2921, CH (2917,
caractéristiques 2849), 2850), 2849), 2850), 2849),
cm’ C=0 (1741) | C=0(1707), | C=0 (1736), | C=0 (1693), | C=0 (1741),
C=C (1634) | C-0O (1260)

Bien que IR, n’est pas la bonne méthode pour déterminer la composition de nos EEP,
mais reste une méthode comparative fiable pour les groupes fonctionnels. D’aprés les bandes
caractéristiques du tableau (24), on note qu’il y a une similitude dans la nature des groupes
fonctionnels, a savoir le groupe hydroxyle, les doubles liaisons aromatique et les carbonyles.
Tableau (24) : Analyse IR des EEP des difféerentes régions.

EEP Chlef Sidi abdlli Chetouane Chouli
Bandes O-H (3384), | O-H (3381), | O-H (3333), | O-H (3362),
caractéristiques | CH (2925, CH (2925, CH (2925, CH (2924,
cmt 2851), 2852), 2852), 2852),
C=0 (1701) | C=0(1696), | C=0 (1694), | C=0 (1694),
C=C (1607, | C=C (1632, | C=C (1696, | C=C (1634,
1454) 1514) 1514) 1513)

F. Etude comparative des EEP et les esters méthyliques avec CCM

L’étude des EEP et des esters méthyliques est effectué par CCM sur gel de silice en
utilisant le systéme d’élution (acétate d’éthyle : hexane) (8 :2) dans le but de comparer la
composition chimique des cing différentes echantillons et les résultats des Rf sont regroupés
dans le tableau.
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Tableau (25): Valeur des Rf des différentes propolis.

Echantillon | Chlef Chetouane Sidi abdlli Benisnous Chouli
EEP 0.93, 0.85 0.93, 0.85, 0.93, 0.85, 0.93, 0.85, 0.93, 0.85
0.69, 0.62 0.69, 0.62 0.62
Esters Me 0.9 0.9 0.9, 0.57 0.9 0.9, 0.84,
0.78, 0.58

Pour les EEP ils contiennent les mémes produits majoritaires pour les cing

échantillons (Rf = 0.93; 0.85) ce qui confirme que la source de ses composés est la méme

pour tous les échantillons.

Pour les esters méthyliques, présente aussi le méme produit majoritaire Rf = 0.9 pour

les cing échantillons de la propolis.

Limité par le temps, nous n’avons pas pu faire une colonne pour I’isolement des ces

COMPOSES.

G.

Détermination de pH des EEP :

On a mit la propolis dans de I’eau distillée et on a chauffé pour solubiliser

I’échantillon, et la valeur des pH est lue pour cette solution a 'aide d’un pH metre.

Tableau (26) : les pH des diffé rents extraits éthanoiques de la propolis.

Echantillon

Chlef

Chetouane

Sidi abdlli

Beni snous

Chouli

PH

6.9

6.89

6.9

6.9

6.9
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IV.  Conclusion générale :

En conclusion, nous avons contribué par ce modeste travail, a avoir un impact sur
I’industrie de I'apiculteur qui nous a fait confiance, en déplagant ces ruches de sidi abedelli &
la région de Chetouane pour améliorer la multiplication des abeilles et la production du miel.

Vue nos résultats qui sont en accord parfaitement avec les faits réelles.

La quantité en polyphénoles et flavonoides est en relation avec I'activité antioxydante
de la propolis et elle dépend de la source botanique de celle-ci. La propolis avec des quantités

grandes en eux montrent une grande activité antioxydante et vice versa.

L’étude de I’activité antimicrobienne a montré une trés faible activité pour les EEP de
Tlemcen qui peut étre expliqué par la faible constitution en huiles essentielles qui contribuent
cette activité, mais ¢a reste a confirmer avec une étude approfondie de ces propolis. Ce n’est
pas les mémes résultats observés avec I'EEP de chlef, ’activité antimicrobienne est nettement

meilleure.

Globalement I’activité antifongique est médiocre pour les différents EEP, par contre

la complexation avec la CD a amplifié I’activité pour les EEP de trois régions.

La CD a amélioré moyennement, I'activité antibactérienne des EEP des différentes
régions, mais surtout celle de chlef. Ceci nous ouvre plusieurs questions, dont on va continuer

nos recherches pour y trouvez les bonnes réponses.

Perspectives:

Ceci n’est qu’une initiation d’un gros travail qui reste a faire ; nous projetons dans le
futur proche, vers une étude détaillée de la composition chimique de la propolis, en utilisant
les différentes méthodes d’analyse : RMN 1D et 2 D, CPG...etc

Comme notre objectif ultime est I'isolation d’un produit et faire de I’hémisynthese,
une purification des différents extraits est primordiale a I’identification complete de la

composition chimique.
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D’autre part, I’utilisation de la CD a isoler un produit de I'EEP, reste a achever en
présence de I’analyse adéquate.

Les résultats obtenus avec la CD, nous mene a utiliser d’autres types de CD
sélectivement modifiée (CD amphiphiles — peptidoCD - lipidoCD) au sein de I'équipe de

synthése de notre laboratoire, et a y déterminer leur apport et étudier leur interaction.

Nous projetons aussi, vers une étude comparative sur le plan chimique et biologique

entre le mielet la propolis de chaque région.
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Annexes :

Annexe 1 : Les réactifs utilisés :

OH

rutine

[B—caroténe

WWI\OH

acide linoléique

COOH
HO OH
OH
acide gallique
HO
COOH
0)
Trolox
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Annexe 2 : Activité antimicrobienne et antifongique :(boites pétries)
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