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EEP : Extrait Ethanoique de la Propolis

EPB : Extrait de propolis de la région de Benisnous
EPA : Extraitde propolis de la région de Chetouan

EPI : Extrait de propolis de la région de Chouli

EPE : Extrait de propolis de la région d’Elouret

EPT : Extrait de propolis de la région de Terny

EtOH : Ethanol

MeOH : Methanol
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FeCls: Chlorure Ferrique
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MFC : Concentration minimale fongicide

DI : Diamétre d’inhibition
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HPLC : Chromatographie liquide a haute performance
LC/MS : Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse
TPC : Total Polyphenol Content

TFC : Total Flavonoid Content
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AICl3: Trichlorure d’aluminium
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BChE: Butylcholinestérase

RMN-!H : Résonance Magnétique Nucléaire du proton
m/z : Masse/charge éléctrique
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INTRODUCTION GENERALE

L’industrie pharmaceutique fait face aujourd’hui a des défis majeurs : I’émergence et la propagation rapide
de l’antibiorésistance, la progression des maladies chroniques liées au stress oxydant (maladies
neurodégénératives, cardiovasculaires, diabéte, syndromes inflammatoires chroniques), ainsi que la
necessité de disposer de molécules innovantes pour cibler des voies physiopathologiques encore mal
maitrisées. Dans ce contexte, la découverte de nouvelles entités chimiques thérapeutiques constitue une
priorité stratégique.

Historiquement, les substances naturelles ont jou¢ un réle fondamental dans 1’approvisionnement de la
pharmacopée mondiale. Plus de 60 % des médicaments anticancéreux et plus de 75 % des anti-infectieux
actuellement sur le marché sont directement ou indirectement issus de produits naturels. Cette contribution
majeure s’explique par la diversité structurale exceptionnelle des métabolites secondaires produits par les
vegétaux, les micro-organismes et les animaux. Face aux limites des approches de chimie combinatoire, qui
peinent a générer des bibliothéques moléculaires a la fois diverses et « drug-like », les substances naturelles
connaissent un regain d’intérét considérable. Les substances naturelles constituent un réservoir de molécules
bioactives d’une extraordinaire diversité structurale. Parmi celles-ci, la propolis produit apicole complexe
et Plumbago europaea.L plante médicinale de la famille des Plumbaginaceae ont été selectionnées pour
cette étude en raison de leur riche composition chimique (flavonoides, naphtoquinones, composés
phénoliques) et de leurs usages traditionnels documentés.

La propolis, souvent appelée « colle d’abeille », est une substance résineuse récoltée par les abeilles (Apis
mellifera) a partir des bourgeons, des écorces et des exsudats de diverses plantes. Elle est ensuite melangée
a de la cire et a des sécrétions salivaires riches en enzymes. Utilisée par les abeilles pour colmater les
fissures, aseptiser la ruche et lutter contre les agents pathogenes, la propolis est également employée par
1’homme depuis 1’ Antiquité : les Egyptiens 1’utilisaient pour I’embaumement, les Grecs et les Romains pour
ses propriétés cicatrisantes et antiseptiques, et les médecins arabes pour traiter les brilures et les infections
buccales.

Plumbago europaea. L(Plumbaginaceae) est une plante vivace présente en Afrique du Nord, dans la région
méditerranéenne, en Europe du Sud et en Asie occidentale. Elle est utilisée depuis des siecles dans les
médecines traditionnelles : traitement des verrues, des affections cutanées, des rhumatismes, des cedémes

et méme comme agent anti-cancéreux dans certaines pharmacopées asiatiques.




PROBLEMATIQUE :

Le stress oxydatif, déséquilibre entre la production d'espéces réactives de I'oxygene et les
défenses antioxydantes, est impliqué dans de nombreuses pathologies : maladie d'Alzheimer,
Parkinson, diabéte, athérosclérose, inflammations chroniques et anémies hémolytiques. Par ailleurs,
I'antibiorésistance constitue une crise sanitaire mondiale. Selon 'OMS, elle tue chaque année des
centaines de milliers de personnes et pourrait causer 10 millions de décés annuels d'ici 2050. La
santé bucco-dentaire, souvent négligée, est également liée a des pathologies systémiques
(cardiovasculaires, neurologiques, intestinales), certaines bactéries buccales pouvant passer dans la
circulation sanguine.
La recherche de nouveaux agents naturels actifs représente donc un enjeu majeur de santé publique.

C'est dans ce cadre que nous avons choisi d'explorer deux substances naturelles aux propriétés

reconnues mais encore insuffisamment caractérisées : la propolis et Plumbago europaea L.

OBJECTIF :
Ce travail met en évidence deux substances naturelles ayant joué un rdle important dans la méedecine
traditionnelle : la propolis et Plumbago europaea. L.L’objectif de cette étude se divise en deux grandes
parties : La premiere partie vise a analyser la composition chimique de la propolis provenant de differentes
régions de la wilaya de Tlemcen (Algérie) et a évaluer ses propriétés biologiques, notamment ses activités
antioxydante, antibactérienne, antifongique, immunostimulante et neuroprotectrice. Ensuite, une
complexation des extraits de propolis avec la cyclodextrine sera realisée, suivie du développement d’une
formulation prototype a base de propolis pour une application en médecine bucco-dentaire.
La deuxiéme partie porte sur I’étude de la composition chimique de I’extrait a I’hexane des racines de
Plumbago europaea récoltées dans la région de Tlemcen, ainsi que sur I’évaluation de ses activités
antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire et anti-hémolytique.
Il est important de souligner que ce travail constitue une étude préclinique in vitro. Il ne s’agit ni d’un essai
clinique ni d’une preuve d’efficacité thérapeutique chez I’humain.
Sur le plan méthodologique, ce manuscrit est structuré en cing chapitres (recherche bibliographique),
principalement de la partie expérimentale qui est consacrée aux travaux réalisés en laboratoire, détaillant

les résultats obtenus, les techniques employées et les protocoles expérimentaux suivis.
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l. Etymologie :
Le mot propolis est d’origine grec, il est divisé en deux parties Pro signifie “a ’entrée” et polis signifie
“communautéy, donc la Propolis désigne I’entrée de la communauté [1]. L’abeille enduit de la propolis
pour protéger son habitat, pour cette raison le mot propolis vient d’une autre source, il vient du verbe

propolire qui signifie “enduire” [1].

1. La production de la propolis par I’abeille :
La propolis appelée aussi la colle des abeille , I’un des produits de la ruche, cette miraculeuse substance,
de circonstance visqueuse est d’abord collectée par I’abeille ouvriere a partir des résines sécrétées par des
plantes , des bourgeons, les écorces des arbres et diverse source végétale ensuite elle est mélangée avec le
pollen et des enzymes sécrétées par ’abeille (B-glucosidase) [1][2], la propolis est considérée comme 1’un

des produits de la ruche , plutdt une partie de son origine est vegetale[2].

Figure 1: La résine de Pin [3].

Il. L’utilisation de la propolis par I’abeille :
L’abeille utilise 1a propolis pour les constructions des locaux aseptiques pour la protection de la ruche
contre les micro-organismes, les prédateurs et les épidémies, elle est aussi utilisée comme un isolateur

thermique de la ruche et réparation des dommages [2].
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Figure 2: Des abeilles fabriquent de la propolis dans la ruche [1].

IV.  Historique :
La propolis, ce précieux produit apicole a accompagné I’étre humain depuis des milliers d’années,elle
¢tait utilisée par les Romains pour les blessures des guerriers par les fléches, ’utilisation de la propolis
pendant les batailles sert a accélérer les phases de la cicatrisation, pour les Grecs la propolis était un
remede naturel aux nombreuses pathologies et aux infections de la peau, elle était utilisée aussi par les
Egyptiens pour embaumer les cadavres (des pharaons) grace a ses propriétés conservatrices [4] . Dans la
littérature on trouve plusieurs auteurs et médecins Romains et Grecs comme Dioscoride, Gallien et
Aristote dans son “Historia Animalium”, ont décrit les différentes propriétés de la propolis et ses
différentes utilisations dans la médecine populaire [5], ce qui prouve I'utilisation de la propolis depuis des
temps anciens [5]. Les Arabes ’employaient pour son effet cicatrisant et antiseptique contre les brulures

et elle était utilisée aussi comme un désinfectant buccal [6].

Figure 3: Machoire humaine agée de 6500 ans dont la courone canine gauche porte des traces de plombage a la cire d'abeille

[7].




Chapitre 1 Généralité sur la propolis

Au XII¢ siécle la propolis a été utilisée pour les problémes dentaires, 1’ecchymose et les infections de la
gorge.

Nous citons quelques textes des médecins anciens Arabes et Grecs :

“La propolis retire les aiguillons et ce qui est rentré dans la chair, elle réduit les enflures et ramollit les
durcissements de la peau. Elle diminue les douleurs nerveuses, guérit les ulceres, abces, furoncles,
souvent incurables” Pline I’ancien.

“La propolis a la qualité de faire éliminer les pointes de fleches et des épines, raréfie, néttoie facilement
et amollit fortement”” Avicenne (Ibn Sina).

“La propolis est un reméde aux affections de la peau, plaies et suppurations” Aristote.

Figure 4: Propolis brute [9].

V. Les principales especes végétales qui sont la source de la production de la propolis :
La couleur de la propolis varie en fonction de la source végétale, des conditions environnementales,
surtout la race d’abeille, sachant qu’il y a des milliers de types d’abeilles (grise, noire et jaunes) dans le
monde, pour cette raison on trouve des propolis de différentes couleurs, d’une couleur jaune ambre
jusqu’a brun foncé, cette différence de couleur donne un profil chimique particulier donc une activité

biologique spécifique de chaque type de propolis [10].
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Figure 6 : L'abeille Apis mellifera intermissa.

Dans le tableau 1, on cite quelques types de propolis, les diffentes sources végétales, les principales

activités biologiques et les composés actifs de chaque propolis :
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Origine
géographique

Europe, Afrique
du nord, les
régions non
tropicales de
I’Asie

Russie, Europe,
Amérique du
nord,
Canada

Brésil

La source végétale

Peuplier (Populus),
famille des
Salicacées.

Bouleau blanc
(Betula Verrucosa)
ou (Betula Alba).

Baccharis spp,
predominantly B
dracunculifolia DC
Dalbergia
Ecastaphyllum

Principales activités
biologiques

Diurétique,
Antiseptique,
Fluidifiant.

Duirétique, Cicatrisante

Antibiotique,
Antioxydante.

Principaux
Composés actifs

Flavones et
Flavanones
Acides cinnamique
et des esters
phénoliques

Flavones,
Flavanones
Et sesquiterpenes.

Prénylés de I’acide
p-coumarique,
Acide diterpenique
et les acides
caféoylquiniques

Tableau 1: Type de propolis selon leur origine végétale, leur composition chimique et leurs principales activités biologiques
[12][13][7].

——
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Figure 7: Peuplier (Populus) [14] Figure 8: Bouleau blanc [1]

Figure 9: Baccharis dracunculifolia [14] Figure 10 : Populus Nigra[1]
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Figure 11: Dalbergia ecastaphyllum[14].

Chague region a une plante ou plutét une source vegétale préferée par les abeilles pour la récolte de la
propolis, comme nous avons cité dans le tableau ci-dessus pour les régions tempérées, en Europe ou en
Afrique du nord par exemple la source végeétale principale est le Peuplier (Populus) , il y a le Populus
Nigra qui existe surtout en Europe ,le Populus Fremontii qui existe en Afrique du nord et d’autres plantes
qu’on peut trouver dans cette zone et que les abeilles 1'utilisent pour la récolte de la propolis , on peut
citer les coniféres (Sapins,pins) ainsi les pruniers[12][13] .

Concernant les régions tropicales comme le Brésil, le peuplier n’existe pas, I’abeille cherche a utiliser
autres especes comme le Baccharis Dracumculifolia, Dalbergia Ecastaphyllum comme une source
vegeétale.Plusieurs études ont montré que la propolis du Peuplier est riche respectivement en flavonoides
et les phenylpropanoides, alors que la propolis verte et rouge du Brésil est riche en dérivés prénylés de

I’acide p-coumarique et certains iso flavonoides qui sont différents de ceux de la propolis du Peuplier.

VI.  Larécolte de la propolis par I’homme :

La propolis est récoltée par I’apiculteur selon deux techniques :
a- Soit par grattage des parois de la ruche c’est une technique traditionnelle, la récolte se fait a
température assez basse pour que la propolis se décolle facilement et se détache mieux, ¢’est pour
cela la période idéale de la récolte est I’hiver, I’inconvénient de cette technique c’est que les

impuretés sont récoltés avec la propolis au méme temps [8].

b- Soit par la technique biotechnologique, qui sert a utiliser des grilles en plastique ou en métal, les
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abeilles ouvrieres bouchent les mailles ou bien les trous de la grille a ’aide de la propolis, ensuite les
grilles sont mises au congélateur, la propolis devient congelée cassante et moins collante, donc elle est

facile a se détacher (a désolidariser) de la grille [8].

Figure 13: Propolis sur la grille[8].

Une fois la propolis est congelée, I’apiculteur élimine les impuretés, tous ce qui est abeille morte ou des

morceaux en bois, ensuite elle est broyée ou bien cassée en petits morceaux.

VILI. Caracteéristiques :
La propolis est une substance de consistance variable, elle est cassante et dure a basse température et elle
est collante, molle et flexible a chaud, ce matériau de nature lipophile a une coloration différente y

compris rouge, verte, brune, jaune avec une agréable odeur aromatique [3].
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VIIl. Conservation de la propolis :
Il est préférable de conserver la propolis dans des récipients bien fermés, a 1’abri de la lumiére et de la
chaleur [15], sa conservation de longue durée ne diminue pas son effet thérapeutique ni sa teneur en
composés bioactifs [16].

IX.  Toxicité de la propolis :
La propolis n’est pas toxique si elle est consommée en quantités raisonnables, en 1994, Avroust-Grand a
reporté un DL50 (propolis) de 7340mg/kg [17].Selon une étude qui a été réalisée par De Castro et Higashi
a montré qu’une administration orale de 200 & 1220 mg/kg d’extrait éthanoique de propolis pendant 10

jours n’entrainent pas un effet nocif [17].

X. Conclusion du chapitre 1 :
La propolis est une substance résineuse, recueillie par les abeilles a partir des bourgeons foliaires des
arbres, la propolis est utilisée par I’abeille pour défendre la ruche contre la prédation et I’invasion des
intrus et les micro-organismes et 1’isolement thermique. La propolis a été utilisée depuis des temps
anciens dans la médecine et les remedes traditionnels dans nombreuses régions et différentes civilisations
du monde en raison de ses activités biologiques variées. La couleur et la composition de la propolis
varient selon les différentes sources botaniques, la race d’abeille, le climat la saison de récolte et la zone

géographique.
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Chapitre2 Caractérisation chimique de la propolis

l. Introduction :

Plusieurs études sur différents types de propolis ont montré qu’il y a plus de 300 composés chimiques ont
été identifiés [18]. Ce qui montre la grande richesse de cette substance miraculeuse. Avec le développement des
techniques d’analyse telles que la chromatographie en phase liquide (HPLC), la chromatographie en phase
gazeuse (CPQ), la spectroscopie de masse (MS) et la résonnance magnétique (RMN) ont permis d’identifier un
grand nombre de composés notamment des flavonoides, des terpenes, des composés phénoliques et leurs esters,
des sucres, des hydrocarbures et des eléments minéraux [19][20].

Dans ce chapitre nous avons décrit quelques composés et les familles de molécules les plus répondus dans la

propolis de différentes régions du monde.

1. Composition chimique de la Propolis :
Généralement la propolis se caractérise par une teneur moyenne de 50% de résine, 50% de cires,
10%d’huiles essentiels, 5% de pollen et 5% d’autres substances tels que les polyphénols et les Terpnoides

[19] (Figurel4).

Cires pollen

30% huiles 5%
essentiels
10%

Other
10%

autres sub
5%

50%

Figure 14: Composition de la propolis.
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D’aprés nombreuses etudes plus de 300 composés ont été identifié dans la propolis, en général elle contient
des polyphénols, les acides phénoliques, les esters, les aldéhydes et cétones [21].

Nous avons déja mentionné dans le chapitre précédent que la composition de la propolis dépend de I’espéce
de I’abeille, la source botanique et la zone géographique qui donne une complexité a sa composition, pour
cette raison et depuis des années jusqu’a nos jours ,plusieurs études ont été réalisé pour I’identification de

nouvelles molécules de la propolis[21].

Figure 16: Flavonoides identifiés dans la propolis chinoise et mexicaine [20][21].
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I, Les Terpénes:
Les terpénes représentent une classe importante des composés volatils qui sont présents dans la propolis tel
que : I’Elémicine, trans-anéthol et le Méthyleugénol qui sont présents surtout dans la propolis rouge du
Brésil, avec des propriétés biologiques importantes y compris I’anti inflammatoire, I’analgésique, 1’anti
fongique et I’effet chimio-préventif du cancer [22].
Les composeés volatils représentent 10% de la constitution de la propolis, tandis que les terpénes sont les
majeures des composes volatils [22].
Les mono terpénes isolés de la propolis sont sous trois formes : acyclique, monocyclique et di cyclique, les
mon terpénes acycliques primaires sont les myrcenes et les p-menthanes, les mono terpénes monocycliques
primaires sont les cinéole, les monoterpénes dicycliques dan la propolis sont classés en cing groupes :
Thujanes, Caranes, Pinanes, Fenchanes et Camphenes, les sesquiterpénes sont les constituants les plus
abondants dans la propolis et ces sesquiterpenes appartiennent a quatre classes selon le nombre des cycle,
les principaux sesquiterpenes acycliques de la propolis sont les dérivés du farnésan, les triterpenes
tétracycliques sont les lanostanes et les cycloartane et les principeaux dieiterpénes de la propolis sont :
Abiétane,Labdane , Cembrane, Totorane et Pimarane, les triterpénes pentacycliques sont 1’Oléanane, Lupane
et I’'Ursane [22].
Popova et al ont identifiés les dieterpénoides suivants dans la propolis grecque : ferruginol et ses dériveés et
du totarol et ses dérivés qu’on les trouve généralement dans les plantes type cupressacées, certains
triterpénes qui ont été identifiés pour la premiere fois dans la propolis grecque, cubaine,

Brésilienne, égyptienne et birmane appartiennent aux oléananes, ursanes et aux lanostanes [22].
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HOVY\:

Figure 17: La structure de quelques terpenes et leurs dérivés présents dans la propolis [23].

IV.  Les composes phénoliques :
La propolis verte brésilienne est tres riche en composé phénoliques tels que I’acide férulique, 1’acide
caféique, I’acide cinnamique et leurs dérivés [22]. Pétrova et al. ont identifiés deux molécules :
schweinfurthin A et schweinfurthin B dans la propolis de Kenya, la seule source vegétale de ces deux
molécules a ce jour est la Macaranga schweinfurthii [23].Une autre molécule a été identifié en 2012 : le 5-
farnesyl-3'-hydroxyresvératrol dans 1’ile Salomon, cette molécule se trouve uniquement dans une plante qui
s’appelle Macaranga [24].
D’apreés les résultats ils ont suggérés que la Macaranga est probablement la source végétale de I’abeille de
Kenya et I’ ile Salomon [21].Les lignanes sont les principaux composes de la propolis tropicale, les trois
premiers lignanes qui ont été identifiés sont : Tetrahydrojusticidine B, 6-Méthoxydiphylline et Phyllam
ricine C dans la propolis kenyane [22].Tschimgine , Tschimganine, Ferutinine et Téflon sont identifiés dans
la propolis iranienne et se sont les composés qui caractérisent I’espece Ferula qui est considérée comme

une source végétale de I’abeille iranienne [22].
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Figure 18: La structure de quelques composés phénoliques [23].

a. Les Flavonoides :
Les flavonoides sont considérés comme principaux constituants de la propolis, sont les plus courants et plus
actifs comme la Chrysin et la Quercetine [19], ils sont classés selon la structure en :
Flavones, flavonols, flavanones, flavanonoles, chalcones, dihydrochalcones, isodihydroflavones, flavanes,
Isoflavanes et néoflavonoides. La quantité de flavonoides dans la propolis est utilisée comme un critere pour
évaluer la qualité de la propolis grace a son large spectre de propriétés biologiques et ses effets
thérapeutiques [25]. Depuis 2000 jusqu’a 2012, 112 flavonoides ont été identifié pour la premiere fois dans
la propolis de diverse origine botanique. Le glycoside de flavonoides sont tres rare dans la propolis il s'agit

de l'isorhamnétine-3-O-rutinoside et de la flavone C-glycoside [26] [27].
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Quatres flavonols (1 & 4) ont été identifiés pour la premiére fois dans la propolis provenant du Kenya et les
fles Salomon et les chercheurs ont confirmés que ces composés présentaient une trés bonne activité
antibactérienne [27]. Les chimistes ont identifiés des flavanones prénylés (5a 15) elles montraient une
activité antimicrobienne importante, cela da a la présence du groupe prénylique lipophile qui peut
endommager rapidement les parois cellulaire et la fonction de la membrane [28].

Cing flavones ont été identifiés pour la premiere fois (16 a 20) dans la propolis polonaise, chinoise,
mexicaine et égyptienne [21], certains flavanones ont été identifiés surtout dans la propolis du peuplier (21 &
26), trois flavanonols (27-28-29) ont été également identifiés dans la propolis népalaise, portugaise et la
propolis australienne [22].

N° Type de Nom du compose chimique Origine
flavonoide géographique

1 Flavonols 2'-(8"-Hydroxy-3",8"-dimethyl-oct-2"-
enyl)-quercetine.

2 8-(8"-Hydroxy-3",8"-dimethyl-oct-2"- Tles Salomon
enyl)-quercetine

3 2'-Geranylquercetine

4 Macarangin Kenya

5 Flavanols 5,7,3'4'-Tetrahydroxy-5'-C-

prényles geranylflavanone

6 5,7,3',4'-Tetrahydroxy-6-C-
geranylflavanone

7 5,7,3'4'-Tetrahydroxy-2'-C- Japan
geranylflavanone

8 5,7,3',4'-Tetrahydroxy-2'-C-geranyl-6-
prenlyflavanone

9 Propolin A

10 Propolin B Taiwan

11 Propolin E

12 Sigmoidin B

13 Bonannione A

——
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14 Solophenol A Tles Salomon

15 Sophoraflavanone A Chine
16 Flavones Luteolin
17 6-Cinnamylchrysin Pologne
18 3',5-Dihydroxy-4',7-dimenthoxy flavone Egypte
19 Hexamethoxy flavone Mexique
20 (7"R)-8-[1-(4'-Hydroxy-3'- Chine
methoxyphenyl) prop-2-en-1-yl]chrysin
21 3-0-[(S)-2-Methylbutyroyl]pinobanksin Portugal
22 Flavanones Hesperitin-5,7-dimethyl ether
23 Pinobanksin-5-methyl-ether-3-O-
pentanoate
24 (2R,3R)-3,5-Dihydroxy-7-
methoxyflavanone 3-(2-methyl)-butyrate Mexique
25 (2R,3R)-6[1-(4'-Hydroxy-3'-
methoxyphenyl) prop-2en-1-yl]
pinobanksin
26 (2R,3R)-6[1-(4'-Hydroxy-3'-

methoxyphenyl) prop-2en-1-yl]-

pinobanksin-3-acetate

27 (2R, 3R)-3,6,7-Trihydroxyflavanone Népal
28 5-Methoxy-3-hidroxyflavanone Portugal
29 5,7-Dihydroxy-6-methoxy-2,3 Australie

dihydroflavonol-3-acetate

Tableau 2: Les flavonoides identifiés dans la propolis de différents pays du monde [22].

V. Les anthraquinones et les coumarines :

Une étude a été réalisee sur la propolis italienne, I’analyse de sa composition chimique a signalé la présence
des anthraquinones et les coumarines y compris ’autrapténe, 'umbelliferone et la présence du 7-
isopentenyloxycoumarine [23]. Une étude a été réalisée par Bayram et al a montré que la propolis turque
collectée de la région d’Hakkari est riche en coumarine ou 26 coumarines ont été détectées y compris
lomatine, methoxsalene, oroselone, osthole, oxypeucedanin, prangenin, psoralen, seselin, angelicin,

Bergapten, bergaptol, columbianetine, decursine, isogeijerine et jatamansine [29].

——
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Figure 19: Quelques anthraquinones et coumarines identifiés dans la propolis [23].

VI. Lessucres :

Les sucres tels que le glugose, frutose ...etc., les alcools de sucre et ’acide uronique ont été identifiés pour
la premiére fois dans la composition la popolis de Malte et les iles Canaries, ils ont suggeré que les
mucilages sont la source végétale des sucres pour I’abeille qui rentrent dans la composition chimique de la
propolis [30] , d’autres suggérent que les sucres viennent des glycosides flavonoides hydrolysés dans la

propolis [22].

VII. Leshydrocarbures :
Les hydrocarbures font partie de la composition chimique de la propolis, les alcanes, les alcénes, les acides
gras, les mono esters, les diester, et stéroides ont €té identifiés dans tous les types de propolis [31].
Nombreuses études ont démontrés que les composés cireux de la propolis sont secrétés par les abeilles et
que la composition des cires de la propolis dépend des facteurs génétiques des abeilles et non pas les plantes
[31].
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VIII. Les éléments minéraux :

Les éléments minéraux tels que : Ca, K, Mg, Na, Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni, Sr et Zn ont été identifiés pour
la premiere fois dans la propolis récoltée de différentes régions de la Croatie et de 1’ Argentine par

spectrométrie d’émission/absorption atomique et par analyse d’activation neutronique [21].

IX.  Lacomposition chimique de la propolis Algérienne :

Trés peu d’études sont réalisées sur la composition chimique de la propolis algérienne et sur son origine
botanique, dans cette partie nous avons décrit les travaux cités dans la littérature sur la composition
chimique de la propolis de différentes régions de 1’ Algérie.

La composition chimique de quatres échantillons de la propolis de différentes zone de la wilaya de Sétif
(Babor, Sétif, Ain Abbass et Boutaleb) a été déterminée par GC/MS, plus de 20 composés ont éte identifiés
dans chaque extrait y compris la chrysine, acide cinnamique, acide benzoique, 2,3,5-acide
triméthoxymandélique, acide 3-chloro2-fluorobenzoique, 2-O-méthylcajanone, acide déshydroabietique,
acide pimarique, acide abiétique,acide hydroxydéhydroostévique , docosane, butane, octadecane, acide
hexadécanoique, nonahexacontanoique, thymol ,gamma -éléene, béta-guaiene, pagicerine, démcolcine.Une
autre etude a été realisée sur la propolis de Jijel, sa composition a été déterminée par LC/MS (HPLC-DAD),
les principaux flavonoides qui ont été détectées sont : Pinocembrin, Tectochrysine et la Pinostrobin [32].
Les extrait méthanoiques de la propolis récoltée a Oum EI- Bouaghii et Collo (Skikda), ont enregistré par
analyse HPLC/MS la présence des acides phénoliques (tels que I’ Acide gallique, I’ Acide caféique) et les
flavonoides (tels que 1’ Apigénine, la Quercétine) [33], papaverine, aspidospermidine, thébaine,

N, Odimethylstephine et morpholine, des sucres et leurs acides ont été également identifiés dans les
extraits [34].

Segueni et al ont arriveé a isoler cing composés pour la premiére fois de la propolis algérienne

La propolis a été récoltée dans le nord-est de 1’ Algérie (Jijel) en 2006), les molécules sont représentées dans
la figure 21 : 1l a été établi que le composé 1 est le 5,7-dihydroxy-6,40-diméthoxyflavone (Pectolargenine),
composeé 2 est le 5, 7, 8-trihydroxy-6,40-dimethoxyflavone (pilosine), composé 3 est le 6,7-dihydroxy-7,40-
Dimethoxyflavone (ladaneine), le composé 4 est le 5,7-dihydroxyflavone (Chrysin) et le composé 5 est le 5,
7,40-trinydroxyflavone (Apigénine) [35].
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Figure 20: La structure des composés isolés de la propolis algérienne (Jijel) Composé 1 : C17H140s, Composé 2 C17H150y,
Composé 3 : Ci7H1406, composé 4 : CisH1004, composé 5 : C1sH100s [35].

Une étude a été realisée par Piccillini et al. qui a permis 1’identification de I’acide caféique et ses dérives,
’acide férulique, I’acide cinnamique la Chrysin, la galangine, la Pinobanksin et d’autres composés, dans la
propolis algérienne récoltée dans différentes régions de 1’ Algérie (Ait Ousalah, Amtik Ntafat, Bejaia,
Ibouhatmen, Boulimat, lazouen Amizour, Boumerdes, Akbou Ouadghir, Tizi Ouzou, lakouren et Bejaia) et
ces composés sont considérés des marqueurs de la propolis du peuplier [36].

Une autre étude a été réalisée par Boutabet et al. qui a permis de détecter les flavonoides, les sesquiterpénes
et d’autres composés dans la propolis Algérienne (récoltée au niveau de la wilaya de Jijel), on peut citer

quelques composés : Pinostrobin, Catéchine et Tectochrysine [37].
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OH

Figure 21: Structure de quelques composés présents dans la propolis algérienne [36].

24

——
| —



Chapitre2 Caractérisation chimique de la propolis

X.  Conclusion du chapitre 2 :

La propolis est un produit naturel et résineux qui a un grand potentiel d’utilisation dans différents domaines.
La composition chimique complexe de la propolis est extraordinairement variable et elle a une incroyable
richesse en composeés biologiquement actifs, elle a fait I’objet de plusieurs études, comme déja mentionné,
cette composition chimique peut varier en fonction de plusieurs paramétres surtout la zone géographique et

’origine botanique, ses constituants tels que les flavonoides (y compris les flavonols, les flavones, les
flavanone) les acides phénoliques et leurs esters sont responsables des activités biologiques bénéfiques de la

propolis.
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Chapitre3 Propriétés pharmacologigues de la propolis

L. Introduction :

La propolis a été utilisée thérapeutiquement depuis des siécles par ’homme [38], les Grecques et les
Romains ont utilisé la propolis pour ses propriétés cicatrisantes a guérir les plaies et elle a été utilisée
également par les Egyptiens pour atténuer beaucoup de maux [1]. La propolis a un large spectre d’activités
biologiques, elle présente de fortes propriétés pharmacologiques et au méme temps une faible toxicité [39],
plusieurs études ont montré que cette substance a une activité antioxydante, antimicrobienne, activité
cytoxique, anti herpétique et antivirale [40] [41], en raison de ses nombreuses propriétés pharmacologiques,
elle est utilisée dans les boissons et les aliments pour prévenir les maladies et améliorer la santé de I’étre

humain [42].

1. Activité antibacterienne et antifongique :

Plusieurs études ont confirmé I’activité anti bactérienne de la propolis, ce mode d’action est di
principalement a I’interaction entre les composés phénoliques et d’autres composés tels que la Galagine, la
Pinobanksin et la Pinocembrin [43] .La propolis est un agent bactéricide, elle détruit les parois cellulaires et
arréte la division de la cellule bactérienne [44].Ce produit apicole a un effet antibactérien contre certaines
bactéries aérobies telles que : Micrococcus luteus, Nocardia asteroids, Rhodococcus equi, Staphylococcus
auricularis, S. epidermidis, S. capitis, S. haemolyticus, S. warnerii, S. mutans, S. hominis, Streptococcus
cricetus, St. faecalis, acillus cereus, B. subtilis, Enterococcus faecalis. Bacillus cereus, B. subtilis,
Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Nocardia asteroids, Rhodococcus equi, Staphylococcus, St.
pyogenes, St. pneumioniae, St. sobrinus et St. Viridians [45].

Les composants qui ont été isolés de la propolis comme l'acide p-coumarique et I'acide 3-phényl,4-
dihydrocinnamylocinnamique ont montré une bonne activité antimirobiene vis- a -vis Helicobacter pylori ,
I’ Apigénine restreigne fortement la glycosyltransférase bactérienne et la pinocembrin a montré une activité
antibactérienne vis-a-vis lesStreptococcus spp [46]. La pinocembrin a présenté également une activité
antifongique contre le Penicillium italicium en arrétant la croissance du mycélium, elle agit sur la respiration
du pathogene et ’homéostasie énergétique qui conduit a un trouble du métabolisme et la rupture de la

membrane cellulaire [47].
La race d’abeille est un des facteurs qui influe sur I’activité biologique de la propolis,Silica et Kutluca ont

comparé¢ I’activité antimicrobienne de la propolis du Peuplier recueillie par trois races d’abeilles d’une

méme région : Apis mellifera caucasica, Apis mellifera anatolica et Apis mellifera carnica,
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les résultats ont montré que la propolis récoltée par Apis mellifera caucasica a une activité antibactérienne

supeérieure a celle recueillie par Apis mellifera anatolica et Apis mellifera carnica [48].

IIl.  Activité anti tumorale (anticancéreuse) :
Il a été demontré que la propolis a la capacité de provoquer le vieillissement des cellules tumorales et arréter
la synthése de I’ADN dans ces cellules, elle possede la propriété de de mettre en action les globules blancs
pour générer des agents capables de réguler la fonction des cellules tueuses naturelles, les cellules T[36][49].
L’effet anti tumoral de la propolis est d0 principalement aux composés phénoliques [50].11 a été démontré
que les composés de la propolis tels que le phenylester (CAPE), I’acide caféique et L’ Artepilline C ont un
effet anti tumoral [51], ces composés participent a I’inhibition des métallo protéinases matricielles, a I'effet
anti-angiogenese et l'arrét du cycle cellulaire (cycle des cellules tumorales) [52].
L’activé anti-cancéreuse de la propolis est di a la présence des flavonoides qui ont la capacité de stopper le
cancer des poumons, cancer du sein, cancer de la bouche, ainsi que le cancer de 1’estomac colorectal, de la

peau, de la prostate et le cancer de 1'cesophage [53].
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L’origine de la propolis

Propolis Tunisienne [54]

Propolis Turque [55]
Propolis portugaise [56]
Propolis Gréque [57]
Propolis Taiwanaise [58]

Les cellules cancéreuses

Adénocarcinome du colon humain, adécarcinone pulmonaire
humain, monocyte macrophage leucémique de souris [54].

Adécarcinone mammaire humain [55]
Carcinome rénal humain [56].
Adénocarcinome du colon humain [57].
Gliome du rat, gliobastome humains [58].

Tableau 3: L'activité anti-cancéreuse de la propolis de différentes origines.

V. Activité anti inflammatoire :

La propolis est considérée comme un agent anti inflammatoire, ce mode d’action est dd principalement aux

flavonoides [59]. 1l a été demontré que la propolis régule les substances inflammatoires qui sont produites

dans les cellules [60].

Une expérience a été réalisée sur des mastocytes des porcins pour évaluer I’activité anti inflammatoire de la

propolis, les résultats ont montré que la propolis contrdle l'activité de la NADPH oxydase, l'ornithine

décarboxylase, 1'activité de la myéloperoxydase, 1’hyaluronidase et 1’activité de la tirosine-protéine kinase

[60].

La Galengine et le CAPE se sont des composes de la propolis, plus précisément la propolis du peuplier, ces

deux molécules ont montré une bonne activité anti inflammatoire en inhibant 1’inflammation arthritiques, la

pleurésie et 'eedéme a la carragénine chez les rats [52].
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V. Activité antioxydante :

Le mode d’action de I’activité antioxydante de la propolis est d principalement aux composés phénoliques
qui donnent des ions d’hydrogéne H™ aux radicaux libres pour protéger les cellules des réactions
d’oxydation, ces radicaux sont également la conséquence de I’oxydation des protéines, des lipides et les
acides nucléiques, ils sont aussi la conséquence principales des maladies telles que la maladie d’ Alzheimer,
Parkinson, le diabete, le cancer [58].

VI. Activité antivirale :

La propolis présente une activité antivirale, elle perturbe la réplication virale ce qui entraine la destruction
d’ARN du virus en inhibant son entrée dans la cellule [58].Un composé isolé de la propolis du peuplier
appelé 3-methyl-but-2-ényl-caféate dérivé de ’acide caféique a inhibé la synthése de I’ADN du virus
I'nerpés simplex (type 1). Plusieurs études ont montré que la propolis a une activité antivirale contre le virus
de I'nerpés bursal, le virus de la grippe aviaire, le virus de la fievre de la vallée du Rift, le virus de la

maladie de Newcastle et le virus de l'influenza [58].

Antiviral

' e

Propolis

Figure 22: L'activité antivirale, antifongique et anticancéreuse de la propolis..
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VII.  Activité neuroprotective :
La maladie d’Alzheimer (MA) est la forme la plus courante de démence dans la société, le nombre des cas
de MA augmente d’une fagon spectaculaire [50].
La surproduction des espéces réactives de ’oxygeéne ROS provoquent des dommages cellulaires, cela
favorise la peroxydation des lipides en endommageant I’ADN qui cause la mort cellulaire [50].
Une étude a été réalisée sur 1’effet neuroprotecteur de la propolis verte brésilienne, 1’étude a été réalisé sur
des cellules humaine de neuroblastome SHSY5Y,ils ont constaté que le traitement avec la propolis a
considérablement amélioré la cytoxicité induite par le peroxyde d’hydrogene (H202) dans les cellules, elle a
réduit également de maniére significative les espéces réactives de 1’oxygeéne ROS générées par H20O; et elle
a réduit les marqueurs de dommage oxydatifs de I’ADN, ces observation suggerent que la propolis protege
les neurones des dommages neurodégénératifs et elle peut étre un agent thérapeutique précieux pour la

prévention de la maladie d’Alzheimer [61].

VIIl. Docteur Propolis :

Un biologiste Danois qui s’appelle Dr Karl-Lund Aagaard s’est fait connaitre sous le nom Dr Propolis, pour
ses exploits de plus de 20 ans de collecte et de recherches sur la propolis [62], apres ses observations sur les
effets de la propolis sur 50.000 patients en Scardinavie il a tiré la conclusion suivante :

« Le champ d’action de la propolis est extrémement vaste, il comprend le cancer, I'infection des voies

urinaires, gonflement de la gorge, goutte, plaies ouvertes, congestion des sinus,
le rhume, la grippe, la bronchite, la gastrite, les maladies des oreilles, les maladies parodontales, les

infections intestinales, ulceres, éruptions d'eczéma, pneumonie, arthrite, maladies pulmonaires, virus de

I'estomac, maux de téte, maladies de I'estomac maladies pulmonaires, virus de I'estomac, maux de téte,

maladie de Parkinson, infections biliaires, sclérose, troubles de la circulation, Verrues, conjonctivite et

enrouement. » [54]
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IX.  Lapropolis Algérienne :
La composition chimique, ’origine de la source botanique et les propriétés thérapeutiques de la propolis
algérienne sont encore limitées, on peut citer dans cette partie quelques études importantes sur ’activité
biologique de la propolis algérienne. Une étude in vivo a été réalisée par Lahoul et al. qui a montré que la
propolis collectée dans différentes régions de la wilaya de Jijel (nord-est d’Algérie) a la capacité de réduire
les effets toxiques de la doxorubicine induits par le stress oxydatif [35], d’autres travaux ont montré que la
propolis algérienne a un effet modulateur de la métalloproteinase-3(MMP-3) ce qui permet de dire que cette
propolis peut étre un futur agent de contréle de la cascade protéolytique impliquée dans plusieurs troubles
pathologiques tels que : la polyarthrite rhumatoide, la parodontite et 1’athérosclérose [37].

Quatre échantillons de propolis collectés dans quatre localités de la région de Sétif, en Algérie ont montré
une bonne activité antibactérienne contre les principaux pathogenes bactériens dans le saumon de mer
Shewanella putrefaciens et Photobacterium damselae, ces échantillons ont modulé significativement

I’activité des leucocytes (in vitro), ce qui prouve que la propolis algérienne a un potentiel autant qu’un agent
biocide riche en composés bioactifs et immun modulateur dans la pratique aquacole [34]. Boulchefar et al.
ont évalué ’effet cytotoxique de ’extrait méthanoique de la propolis de la wilaya de Skikda (Collo) et Oum
El-Bouaghi contre le cancer du foie humain, alors les résultats obtenus ont révélé que ces deux extraits

posseédent un potentiel important d’inhibition des cellules cancéreuses HepG2 [37].

Cells+ 1% DMSO Cells at 12.5 pg/mL of PREPC Cells at 25 pg/mL of PREPC
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Figure 23: Effets morphologique de la propolis de Skikda sur les cellules HepG2 observés au microscope [37].
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Figure 24: Un résumé de leffet de la propolis sur l'abeille et ['homme [63].
X. Conclusion du chapitre 3 :

La propolis est un produit végétal fabriqué par I’abeille a partir de ses sécrétions salivaires, les résines et les

gommes qu’elle collecte sur les bourgeons et les fleurs, elle est connue depuis 1’antiquité pour ses multiples

usages, elle était utilisée comme agent cicatrisant par les soldats Romains, les Egyptiens 1’utilisaient pour

embaumer leurs pharaons (les momies), dans le cadre de 1’api thérapie, la propolis a attiré 1’attention des

chercheurs et plusieurs études scientifiques ont montré que la propolis possede un large spectre d’activités

pharmacologiques, des expériences in vivo et in vitro ont montré que la propolis pourrait avoir des propriétés

antioxydante, antibactérienne, elle ralentit le développement des cellules cancéreuses dans plusieurs types de

cancer, elle posseéde une activité anti-inflammatoire, antivirale, neuroprotective et d’autres activités

biologiques importante.
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Chapitre 4 Application de la propolis en médecine buccodentaire

l. Introduction :
La Carie dentaire est une maladie infectieuse buccale [64], elle est considérée comme un probléme majeur de la
santé dentaire publique [65] et elle est tres répondue dans tous les segments de la population mais surtout chez
les enfants [57] [58]. La Chlorhexidine est considérée comme un antiseptique le plus efficace pour la
prévention et le traitement des maladies buccodentaires mais I’inconvénient de I’utilisation systémique de cette
substance chimique “ synthétique® n’est pas recommandé en raison des effets secondaires locaux [57], c’est
pour cela la recherche est trés active dans le domaine de la médecine buccodentaire pour détecter des composés
naturels pour prévenir les caris dentaire [57]. La propolis ,cette substance résineuse, fabriquee par les abeilles,
qui est utilisée pour la construction et la prévention de leur ruche a attiré 1’attention des chercheurs [58] [66] en
raison de sa nature adhésive [58] et plusieurs études ont éte réalisé sur la propolis pour évaluer ses effets sur le
développement des caries dentaires et les infections de la cavité buccale, ils ont constaté que la propolis peut

étre utilisée comme une thérapie naturelle contre I’infection de la cavité buccale sans effets secondaires[58].

1. Efficacité de la Propolis dans le traitement de la stomatite aphteuse :

La stomatite aphteuserécurente SAR est une maladie multifactorielle, elle est parmi les lésions buccales les plus
courantes [67]. Parmi les symptomes les douleurs et des difficultés a manger, a avaler qui nuit la qualité de vie
de la personne [32].Une étude a été réalisé pour examiner 1’effet de la Propolis sur la stomatite aphteuse
récurrente SAR tout en comparant a des placebos, les résultats ont indiqué que la Propolis peut réduire la
rougeur, soulager la douleur et réduire la durée de la cicatrisation chez les patients souffrants de la SAR par

rapport a un placebo [32].
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I1l.  Propolis : Anti caries :

Streptococcus mutans est considéré parmi les micro-organismes les plus fréquents présents dans la cavité

buccale, qui est capable d’adhérer aux dents et survivre dans un environnement acide [63].
En se basant sur des rapports bibliographiques, plusieurs études ont montré que la propolis est un produit
apicole ayant une activité bactéricide, des expériences in vitro et certaines in vivo ont démontré que la Propolis
peut étre utilisée pour traiter des maladies bactérienne et d’autres études ont conclu que la Propolis utilisée
comme bain de bouche posséde une activité antimicrobienne contre S.mutan et elle peut méme étre utilisée
comme une mesure alternative pour prévenir les caries dentaires [68].
Il y a d’autres groupes de bactéries qui contribuent au développement des caries dentaires telle que S.sobrinus,
S.cricetus, Scardovia.spp, mais les plus importantes sont Strptococcus mutans et Lactobacillus spp. Selon une
étude qui a éte réalisé sur des rats infetés par S.sobrinus, ’eau de boisson enrichie en propolis a réduit de
maniére significative (50%-60%) I’incidence des caries dentaires chez ces rats [69].
Duailibe et al ont invité vingt volontaires a réaliser une expérience pour étudier 1’effet de ringage de la bouche
par un extrait de propolis pendant 1min, des échantillons de salive ont €té prélevés une heure plus tard
comparés aux echantillons de salive initiaux des mémes volontaires avant le ringage, ils ont constaté une

réduction de 62% de nombre de colonies de S.mutans [70].

IV.  Propolis : Anti plaques :
Six volontaire ont participé a une étude réalisée en deux phases de trois jours, ces volontaires ont abstenus de
toute hygiene bucco-dentaire et se sont rincés avec des solutions de saccharose cing fois par jour pour favoriser
la formation des plaques dentaires et avec un bain de bouche contenant de la propolis deux fois par jour, le
quatrieme jour , ’indice de plaque IP a été évalué et la plaque dentaire supra gingivale a été analysé, le bain de
bouche contenant de la propolis a réduit la concentration de IP dans la plaque dentaire, le bain de bouche
prépare a partir de la Propolis a été efficace pour réduire la formation de la plaque supra

gingivale et la formation de I’IP dans des conditions de forte accumulation de plaque [71].
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V. Propolis : Cancer buccal :
L’étude réalisée par Cavalcante et al. a démontré que ’extrait éthanoique de la propolis a diminué la dysplasie
induite chimiquement dans la langue des rats , la propolis et ses constituants bioactifs tels que I’acide férulique,
I’acide caféique et p-coumarique induisent I’apoptose des cellules de carcinome squameux de la langue
humaine (cellule CAL27) [53].La Quercétine est un composé bioactif de la propolis, cette molécule a des
propriétés anticancéreuses inhibe la carcinogenese orale induite chimiquement chez les rats, inhibe également
la proliférase des cellules cancéreuses[53]. La CAPE est un composé de la propolis, il inhibe la croissance de
fibroblastes dans la muqueuse buccale, il inhibe également la croissance des cellules du carcinome
épidermoides de la langue [53].

VI.  Propolis : Traitement de la gingivite et la parodontite chronique :

Une expérience a été mené sur quatres patients présentant un diagnostic de parodontite chronique et de
gingivite, les patients devaient appliquer un gel une fois par semaine, se brosser les dents et faire un ringage
buccal a la propolis verte brésilienne pendant cing semaines, les résultats ont montré une réduction de 95%
de la gingivite ainsi une baisse de la profondeur des poches parodontales et une diminution de la mobilité
dentaire [72] [73].

Figure 25: a droite : avant traitement ; & gauche : aprés traitement a droite [73].
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Chapitre 4
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Figure 26: Résumé de I'utilistion de la propolis en dentiserie [53].
VII. Etudes et résultats expérimentaux des produits bucco-dentaires a base de propolis :

Dans cette partie nous avons resumé quelques études expérimentales réalisées in vitro et in vivo dans des

tableaux sur les dentifrices et les bains de bouche a base de propolis.

a. Les dentifrices :

a.l. Invitro:
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Etude

Dentifrice a
la propolis a
2% [74]

Dentifrice
avec propolis
Dentifrice
sans propolis
Dentifrice a

la
chlorhexidine
[75]
a.2. Invivo:

Souches
bactérienne testées
S. mutans S.
gordonii
S. sobrinus S.mitis
S. cricetus
S.salivarius
S. rattus
A.naeslundii
S. sanguis A.
ViSCOSusS
S.oralis  L.casei

A. naeslundii,
Veillonella dispar,
Fusobacterium
nucleatum,

S. mutans,

S. oralis,
Candida albicans

Type de Parameter étudie

propolis /Matériels et méhodes

Propolis CMI et CMB/ Méthodes de
brésilienne diffusion sur gélose et

exposition des souches
bactériennes au dentifrice a
la propolis
[74].

Non identifié
CFU/Méthode de diffusion
sur gélose, exposition
biofilm et
analyse sous stéréo-
microscopie [75].

Tableau 4: Etude in vitro des dentifrices a base de propolis

39

Résultats

Inhibition croissance des
souches de bactéries Gram
+
(concentrationde 3a 7
mg/mL)

Efficacité sur I’inhibition
compléte de la croissance
des
bactéries cariogenes formant
la plague dentaire [74].

Pas de réduction
significative des CFU entres
les différents dentifrices.
Inhibition de la croissance
du biofilm supra-gingival
pour tous les dentifrices[75].
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Etude

Etude comparative
des dentifrices avec et
sans propolis [76]

Utilisation de
dentifrice a la
propolis une fois par
jour pendant quatres
semaines/prélévement
de salive [77]

Utilisation de
dentifrice Asa
Parodont en ajoutant
10gouttes d’extrait de
propolis/prélevement
de plaque [78]:

Groupel : utilisation
de dentifrice
uniguement

Groupe? : utilisation

de dentifrice + extrait

de propolis [78]

L’état de santé
buccale du
patient

Non décrit

Patients avec
stade de
dentition mixte

Patients avec
dentition
permanente et
gingivite
modérée induite
par la plaque
dentaire

Tableau 5: Etude in vivo des dentifrices & base de propolis

b. Les bains de bouches :

b.1. In vitro :

Nedu
patient

30

30

70

——

Type de
propolis

Non
décrit

Propolis
de Séoul

Propolis
Bulgare

40

Parametre a
étudier

Pl

CFU

Pl

Résultats

Efficacité du dentifrice avec
propolis sur la plaque dentaire
[76]

Efficacité antimicrobienne sur les
souches S.mutans [77]

Groupe 1 et 2 : Eradication
compleéte de Fusobacterium
varium, de Cocci
a Gram - et de Prevotella
intermedia[78].

Groupe 2 : Eradication compléte S.
mutans, C. albicans, de batonnets a
Gram + de Porphyromonas
asaccharolyticus, de Prevotella
bivia/melani et de S. intermedius.
Efficacité du dentifrice+ 1’extrait
de la propolis pour améliorer la
santé gingivale et une bonne
activité antimicrobienne sur les
pathogéne cariogenes et
parodontaux [78]
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Etude

Etude
comparative
d’un bain de

bouche a la
propolis
(10%) et un
bain de
bouche a
I’hexidine
avec 0.12%
de
Chlorhexidine
[79]

Etude
comparative
du bain de
bouche a
I’ extrait
éthanolique
de la propolis
et un bain de
bouche au
gluconate de

chlorhéxidine

0.2% [79]

Souches bactérienne

testées

S. mutans,
Lactobacillus,

Candida albicans.

S. mutans ,
S. sobrinus,
L. acidophilus,
L. salivarius.,
A

actinomycetecomitans,

A. israelii

E. faecalis,

S. aureus,
P. gingivalis,
P. intermedia.

Candida albicans

Type de
propolis

Propolis des
étatas unis
(Pennsylvanie)

Propolis de la
Turquie®

[Matériels et méhodes

CMI/Méthode de difusion

Parameter étudié

sur gélose.

CMI, MBC/MFC

Résultats

Bain de bouche a I’hexidine
et chlorhéxidine a une
efficacité sur toutes les

souches testées

Bain de bouche a la propolis

a une efficacité similaire au

bain de bouche a I’hexidine

et la chlorhéxidine
uniquement sur S.mutans
[79]

CMI : Inhibition de
croissance de toutes les
souches avec les deux Bain
de bouche mais 1’extrait
éthanoique de la propolis
était plus efficace sur les
Gram +
MBC/MFC : Bain de
bouche a la chlorhéxidine a
une MBC plus faibles que
I'extrait de la propolis contre
les biofilms de A.
actinomycetemcomitans, S.
aureus et E. faecalis, tandis
que I'extrait de propolis
donnait de meilleurs
résultats contre
Lactobacillus et P.
intermedia. MFC/MBC
égales sur Streptococcus,
P.gingivalis, A. israelii et C.
albicans pour les deux bains
de bouche

Tableau 6: Des études in vitro des bains de bouche a base de propolis
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b.2. Invivo :

Etude

Rincage avec
un bain de
bouche a la

propolis (5%)

/prélevement

du salive avant
et apres
rincage [80]

Rincage avec
un bain de
bouche a la

propolis matin

et soir pendant

90 jours [81].

L’état de santé
buccale du
patient

Non décrit

Patients avec au
moins vingt dents
naturelles avec :
PI>1.5
1G >1.0

Type de
propolis

Propolis
verte du
Brésil®?

Propolis
verte du
Brésile

Paramétre a
étudier

CFU

IG, IP

Résultats

Réduction significative (90% des cas)
de nombre de S.mutans [80].

IG : réduction significative de 40% par
rapport au premier jour
Pl : réduction de 24% par rapport au
premier jour
Conclusion de I’étude : efficacité dans
la réduction de la plaque dentaire et de
la gingivite [81].

Tableau 7: Des études in vivo des bains de bouche a base de propolis

[}

Number of documents
-

Date (year)

- T T 1 T T T T T T T T T
=87 1981 18984 1086 1588 D00 2002 2004 2006 1048 2010 2092 2044 MG 2B

— Palanls

Articlas

Figure 27: Nombre de brevet déposés et les études publiées sur l'utilisation de la propolis en dentiserie (1987-2019) [82].
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Patents deposited worldwide

&)
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Main countries of patents Main countries of studies
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Figure 28: (a) les brevets des produits dentaires a base de propolis dans le monde entier;(b) (c) principaux pays qui ont des brevets
et des études publiées sur I'action de la propolis en dentiserie (1987-2019)[82].

VIIIl. Conclusion du chapitre 4 :

Dans ce chapitre nous avons déecrit quelques études sur la propolis et ses applications en dentisterie, sachant
que I’hygiéne buccodentaire occupe une place primordiale dans la vie quotidienne des individus et actuellement
les chercheurs essaient d’appliquer ou remplacer les produits buccodentaires synthétiques par des substances
d’origine végétale avec moins d’effets secondaires comme la propolis qui est un produit apicole trés riche en

composeés bioactifs.
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-

La propolis et P. europaea illustrent deux stratégies distinctes de
production de métabolites secondaires. La premiére, issue de la
transformation par I'abeille de résines végeétales est caractérisee par
une prédominance de polyphénols et flavonoides, La seconde,
directement synthétisée par la plante, est marquée par la présence
de naphtoquinones (plumbagine, isoplumbagine, droserone) et de
monoterpénes phénoliques, Cette divergence chimique n'est pas
anecdotique : elle reflete des voies de biosynthese différentes (voie
des phénylpropanoides et des polycétides pour les flavonoides, voie
de I"acide shikimique et de I'acide mévalonique pour les
naphtoquinones) et offre un éventail élargi de structures
moléculaires potentiellement actives.

Le passage de la propolis au Plumbago s’inscrit dans une méme
logique d’exploration des substances naturelles bioactives, visant a
identifier et comparer différentes sources de composés d’intérét
thérapeutique.

Leur étude conjointe permet de comparer deux chimiotypes
différents issus d’un méme écosystéeme et d’explorer leurs
applications thérapeutiques

/ /

'
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l. Introduction :

Les plantes médicinales sont connues sous le nom « Les mines d’or chimiques » elles contiennent des
molécules qui ne peuvent pas étre parfois synthétisées aux laboratoires [83]. La médecine traditionnelle a
exploreé la recherche de nouvelles cures et actuellement un nombre impressionnant des médicaments a base de
plantes sont utilisés pour traiter de nombreuses maladies et infections. Le Plumbago europaea qui est
également appelé le Dentelaire européen, il est largement utilisé en médecine traditionnelle pour le traitement
de diverses maladies et dans ce chapitre nous avons cité quelques travaux qui ont permis de vous décrire

’origine, la composition chimiques et les propriétés pharmacologiques de cette plantes miraculeuse [83].

Il.  Origine:

Le Plumbago appartient a la famille des Plumbaginaceae qui compte environ 24 genres et 400 espéces et le
genre Plumbago comprend 18 especes qui poussent comme des arbustes ou des herbes vivaces : (Plumbago
amplexicaulis Oliv, Plumbago aphylla Bojer ex Boiss, Plumbago auriculata Lam, Plumbago ciliate Engl,
Plumbago caerulea Kunth, Plumbago dawei Rolfe, Plumbago europaea L, Plumbago glandulicaulis Wilmot-
Dear, Plumbago indica L, Plumbago madagascariensis, Plumbago montis-elgonis Bullock, Plumbago
pearsonii, Plumbago pulchella Boiss, Plumbago stenophylla , Plumbago scandens L, Plumbago tristis Aiton,
Plumbago wissii Friedr. et Plumbago zeylanica) [84].

Plumbago europaea L. (Plumbaginaceae) est une plante médicinale originaire d’ Afrique du nord, la région
méditerranéenne, I’Europe et 1’ Asie (Sud-Ouest), c’est la seule espéce du genre Plumbago vivant a 1’état

sauvage en Iran [84].En Kurdustan Plumbago europaea est appellé ‘Rashky kalak [85].
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Figure 30: Carte de distribution du Plumbago.europaea au monde.

I11.  Composition chimique :

Plumbago europaea cette plante médicinale est une source de naphthoquinones de plumbagine, des terpénoides
et des flavonoides [87]. Les naphtoquinones, les acides phénoliques et flavonoides sont des composés qui ont
été isolés dans certaines especes du genre Plumbago, le composeé principal est la Plumbagine, qui a été isolée
pour la premiére fois par Dulong D’ Astafort dans P. europaea, en 1928 Maldinareitia et Gallego ont attribué sa

structure naphtoquinone et la position de son groupe méthyle n’était pas résolu mais en 1936 Fieser et Dunn
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’ont synthétisé avec succes et 1’ont trouvé pour étre du 2-méthyl-5-hydroxy-1,4-naphtoquinone, dans 1’huile

essentielles des racines de P.europaea, les terpénoides ont été également isolés en tant que tri terpénes (stérols
et saponines)[88].Des parties aériennes de P.europaea (récoltée en Iran) ont été extraites en utilisant I’acétate
d’éthyle comme solvant d’extraction, quelques composés ont été isolés et identifiés et les structures des
composeés isolés ont été identifiés par combinaison de différentes méthodes spectroscopiques telles que la
RMN 1D 2D (1H-1H COSY, HMQC, HMBC) , la spectroscopie UV, IR et la spectrométrie de masse MS, les
structures de ces composes sont représentées dans la figure 38 , ils appartiennent a des dérivés de
naphthoquinone : (1) plumbagine, (2) isoplumbagine, (3) 5,8-dihydroxy-2-méthyl-[1,4] naphthoquinone, (4)
droserone, (5) 7-méthyljuglone, (6) isozéylanone et (7) methylene-3,3'-diplumbagine [88].

Une analyse GC/MS a été utilisée pour déterminer la composition chimique de 1’extrait éthanoique du
Plumbago europae (feuilles, tiges et racines), la plante a été récolté en Palestine, 1’analyse a permis d’identifier
59 composés dont la Plumbagine qui a été identifi€¢ comme étant la molécule majeure suivie par le -
bisaboléne, le nonanal, le limonéne et le 1-octéne-3-yl acétate [89],le pourcentage de Plumbagine dans I’extrait
éthanoique des feuilles, les racines et les tiges ont été déterminés par HPLC, I’extrait des racines contenait la
plus haute concentration de Plumbagine (1,65%), alors que I’extrait des tiges possedait le plus faible
pourcentage (0,16 %)[89].

0
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OH o) OH o]
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Figure 31: Structure des composés isolés a partir d'extrait des parties aérienne du Plumbago.europaea[88].
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Figure 32: Chromatogramme des constituants majeurs d'extrait des racines du P.europaea [88].

Une hydro distillation des racines de Plumbago europaea a été effectué pour extraire 1’huile essentielle qui a
été analysée par une combinaison de GC et de GC-MS, 15 composés ont été identifiés figure 50, les principaux
constituants de 1’huile des racines étaient la Plumbagine (69,1 %), I’acétate de 1-octene-3-yle (9 %) et limonene
(5,7 %) [90].

Compounds RI? percentage
a-Pinene 940 P
Sabinene 975 t
B-Pinene 979 t
Myrcene 991 t
Limonene 1030 5.7
Linalool 1098 1.6
Nonanal 1102 25
1-Octen-3-yl acetate 1108 9
Decanal 1202 1.2
Thymol 1288 1.5
Carvacrol 1297 0.7
B-Bourbonene 1382 0.8
Germacrene D 1480 1.1
B-Bisabolene 1507 2.1
Plumbagin 1600 69.1

Figure 33: Composition chimique de I'huile essentielle des racines du P.europaea [90].

Trois composés ont été isolés a partir d’un extrait éthanoique des feuilles et des racines du Plumbago europaea

(récoltée en Sardaigne, Italie), ces composes ont été analysés par RMN et ESI-MS (figure) [89] :
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Figure 34: Structure des composés isolés des extraits des feuilles et des racines de P.europaea [89].

V. Propriétés pharmacologiques :

Les racines de P. europaea sont connues de leur capacité de produire de grandes quantités d’une molécule qui
s’appelle la Plumbagine (5-hydroxy, 2-méthyl, 1-4 naphthoquinone) comme naphthoquinone bioactif et c’est
une source principale de ce composé et il a été démontré que ce composé possede un large spectre d’activités
pharmacologiques : antimicrobiennes, anti fertilités, antiparasitaires, anticancéreuses, antipaludiques,
Antipaludiques, insecticides, antiathérosclérotiques, antioxydants et cardiotoniques [91].L’utilisation de la
Plumbagine thérapeutiquement est trés limitée parce que la plante pousse lentement et elle prend plusieurs
année (5-6ans) pour produire des racines de qualité [91].

Il a été démontré que le Plumbagine réduit de maniére significative les dommages a I’ADN induits par le
catéchol et inhibe la peroxydation des lipides acrobate et NADPH-dépendante contre les cellules de lymphome
de souris [91].

IV.1. Activité antibactérienne :

La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens est devenue un probléme mondial, ¢’est pour cela plusieurs

études s’efforcent d’améliorer de nouveaux agents antibactériens susceptibles de vaincre cette
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résistance ! [92].11 espéces de plantes médicinales (Plumbago europaea, Ephedra alata, Arum Palestinum ,
Centaurea dumulosa , Eruca Sativa, Teucrium polium, Bupleurum subovatum, Malva sherardiana, Geranium
robertianum , Ononis speciosa et Plumbago auriculata) ont été collectées de différentes régions de Palestine
(les régions montagneuses) , des extraits méthanoiques ont été préparés a partir des feuilles de ces plantes pour
évaluer leur activité antibactérienne, parmi tous les extraits, I’extrait méthanoique des feuilles de P.europaea a
montré la meilleure activité contre le S.aureus avec un diamétre d’inhibition DI= 12mm, d’une autre part cet
extrait n’a montré aucun effet vis-a-vis les bactéries a Gram-négative (Escherichia coli, Proteus mirabilis,

Klebsiella sp, et Pseudomonas aeroginosa) [93].

IV.2. Activité diurétique :

Les médicaments diurétiques sont utilisés pour augmenter la production d’urine afin d’ajuster la composition
corporelle normale des fluides, donc il est necessaire de soulager certaines maladies potentiellement mortelles
telles que I’hypertension, la toxémie de la grossesse, I’insuffisance cardiaque congestive et le syndrome
Néphreétique [94]. P. europaea a été récolté dans les montagnes de la région de Jenin, en Cisjordanie, Palestine,
un extrait aqueux a été préparé a partir de la plante pour évaluer son activité diurétique, I’extrait aqueux de P.
europaea a révélé un effet diurétique potentiel et les échantillons d'urine recueillis au cours des quatres heures
ont été analysés pour déterminer la teneur en électrolytes (Na+ et K+) pour étudier I’effet de cet extrait sur la
teneur en électrolytes de ’urine, les résultats obtenus ont montré que P. europaea a eu tendance a augmenter la

perte de sodium Na* et de potassium K* par rapport au groupe témoin [88].

IV.3. Activité anti-obésité :

L’obésité est considéré actuellement comme un probléme préoccupant qui peut toucher les adultes les
adolescents ainsi que les enfants, I’obésité augmente le risque de plusieurs pathologies tels que les triglycérides
élevés, diabéte, maladies cardiaques, I’hypertension, tumeurs, troubles du sommeil, et les problémes
respiratoires [88] .Une étude a montré que les extrait organiques et aqueux des feuilles de P. europaea qui ont
étérecueillies dans des régions de Jéricho et de Tubas en Palestine, peuvent agir comme inhibiteurs de la lipase
donc ils peuvent étre utiles pour le développement des aliments fonctionnels contre 1’obésité, le Plumbago
europaea peut étre également utilisé comme source de composés bioactifs d’origine naturels pour la conception

de nouveaux médicaments contre 1’obésité [87].
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IV4. D’autres propriétés pharmacologiques :

P.europaea est largement utilisée dans les pays asiatiques, surtout en Chine pour traiter I’arthrite rhumatoide, la
dysménorrhée et le cancer, des travaux antérieurs ont montré que les racines du P.europaea ont une activité
anti-tumorale et immunosuppressive, elles sont tres utilisees dans la médecine traditionnelle Indienne [93].

Au Kurdistan le P.europaea est utilisé traditionnellement pour traiter 1’infection de la peau et les verrues [85].
Plumbago europaea est également utilisé pour le traitement de I’cedéme, des inflammations, de I’hépatite, de la
Iepre, des troubles respiratoires, des maux de dents, des cloques et des callosités dans les médecines
traditionnelles Palestiniennes, Jordaniennes, Italiennes et Turques [84].

T

S r;‘é’:? healt

Figure 35: Un shéma récapultatif de I'activité antioxydante et anti-obésité des extraits des feuilles du P.europaea[87].

V. Plumbago europaea : agent inhibiteur de la corrosion de I’aluminium :

L’adsorption des composés organiques a la surface métallique réduit la corrosion des métaux en formant une
couche protectrice sur cette surface, d’un autre coté plusieurs études ont montré que les plantes sont utilisées
aussi comme inhibiteurs de corrosion, des travaux ont été réalisés par Bataneih et al.sur ’extrait de Plumbago
europaea, ce dernier a montré une efficacité d’inhibition de corrosion sur la surface d’aluminium métal dans
une solution alcaline, I’efficacité d’inhibition a augmenté avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait
de Plumbago europaea jusqu’a atteindre un pourcentage de 96,8 % et son efficacité est dd a la synergie entre
les composés qui forment une matrice complexe tels que la Plumbagine et 1’isoshinanolone comme constituants

majeurs [95].
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O
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Plumbagine Isoshinanolone

Figure 36: Structure de la Plumbagine et I'isoshinanolone [88].
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(B)

Figure 37: Micrographie éléctronique de balayage de surface en aluminium (A) : dans une solution de NaOH (0.1M) ; (B) : la
surface d’aluminium dans une solution d’extrait de P.europaea [95].

Dans cette étude ils ont utilisé le microscope électronique pour étudier le changement de la surface
d’aluminium dans une solution corrosive de NaOH (A) et en présence de I’extrait de P.europae et la solution
alcaline, I’image (B) montre la couche protectrice de I’extrait végétal accumulée qui résiste a la solution
corrosive de NaOH , dans I’image (A) on peut observer que la plaque d’aluminium a été infecté par la

corrosion de la solution de NaOH [95] .

VI.  Conclusion du chapitre 5 :

Plumbago europaea est une plante médicinale, originaire d’Afrique du nord, la région méditerranéenne, d’Asie
et d’Europe, ses racines sont connues de leur capacité de produire de grande quantité d’une molécule la
Plumbagine comme naphtoquinone bioactif, cette plante possede des propriétés pharmacologiques
(antibactérienne, anti obésité et diurétique) elle est connue dans plusieurs cultures au monde, ce qui prouve son

utilisation dans la médecine traditionnelle Chinoise, Palestinienne, Indienne, Italienne, Kurde et Turques.
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Au cours de notre travail, toutes les manipulations ont été réalisées dans le laboratoire de Chimie Organique,
Substances Naturelles et Analyses COSNA, pour I’activité antibactérienne, elle a été réalisée au niveau de
laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’ Agroalimentaire et a I’Environnement LAMAABE , I’activité
neuroprotective a été réalisée au niveau de centre de recherche de Constantine CRSP, I’activité
immunostimulante et I’analyse HPLC ont été réalisées au niveau de laboratoire de recherche de Physiologie,
Pathophysiologie, Biochimie de Nutrition PPABIONUT et les analyses IR et RMN ont éte réalisées au niveau
de laboratoire de recherche de Catalyse et Synthése en Chimie Organique L.C.S.C.O a Tlemcen, les analyse
HPLC/MS ont été réalisé a Institut de Chimie Moléculaire et des Matériaux d’Orsay ICMMO, Université
Paris-Saclay, France.L’analyse GC/MS a été effectué au niveau de laboratoire de Chimie des produits naturels,
Université Pascal Paoli, Corse, France UMR CNRS SPE

. Indications générales :
a. Chromatographie :

La chromatographie sur couche mince CCM a éte réalisée sur des plagues recouvertes de gel de silice avec un
support en aluminium (Merck60-F-254nm, SDS de 0.25mm), la révélation avec une lampe UV a 254-365nm et
avec les révélateurs chimiques suivants : vanilline-H2SOs et les vapeurs diode.

La chromatographie sur colonne a été réalisée sur une colonne en verre avec un diametre. ..

La separation des sous fraction a été faite par une plaque chromatographigque avec un support en verre

b. Analyses spectrales :

RMN : Les spectres RMN-1H ont été enregistrés sur un appareil « magritek » a la fréquence 300MHz
IR-FTIR : Spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier
HPLC, HPLC/MS et GC/MS

c. Point de fusion :

La prise des températures de fusion a été réalisée par un banc KOFLER qui est largement utilisé dans les
laboratoires.
d. Analyse UV-Visible :

Les analyses UV ont éte réalisées avec un spectrophotométre Thermo-scientific Hélios.
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Propolis :

Partie I. Caractérisation chimique (Analyse qualitative/quantitative et
Analyse spectrale)

Partie I1. Evaluation de lactivité biologique.

Partie I1l. Etude comparative de I’activité biologique des extraits de la
propolis et le complexe propolis-cyclodextrine.

Partie IV. Application en médecine buccodentaire
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Partie |I. Caractérisation chimique :
Analyse qualitative/quantitative

Réactifs chimiques :

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans cette étude :

Ethanol(EtOH), Méthanol (MeOH), Dichlorométhane (DCM), Cyclohexane, Chlorure ferrique (FeCls), Ether
de pétrole, Acétate d’ethyle, vanilline,Folin-Ciocalteu, carbonate de sodium, acide gallique et rutine.

Appareillage :
L’appareillage utilisé pour la réalisation de ce travail : Spectrophotométre UV-visible, Etuve, Balance,
Evaporateur rotatif, colonne chromatographique, Lampe UV (254nm-336nm)
Cette partie se focalise sur les étapes suivantes :
> Préparation des extraits de la propolis.
» Screening phytochimique.

» Quantification des polyphénols et flavonoides de la propolis.

1-Matériels et méthodes :

. Présentation de la matiére premiere
Les échantillons utilisés pour cette étude sont récoltés dans cing localités de la région de Tlemcen, produits par
la race d’abeille Apis mellifera intermissa, la propolis récoltée est caractérisée par sa couleur brune et son odeur

parfumée, les échantillons a analyses sont présentés ci-dessous :

Figure 38: Les échantillons de la propolis récoltés pour cette étude.
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Ces régions ont été choisies parce qu’elles sont bien connues pour I’apiculture et représentent des zones
montagneuses (Benisnous, Tirney et Elouret) et planes (Chetouan et Chouli), différentes quant a leur
végétation. Compte tenu des différents facteurs influencant la composition phytochimique de la propolis, les
¢échantillons étudiés proviennent de la méme race d’abeilles et ont été récoltés selon la méme méthode. Les

seules variables étaient les emplacements géographiques et le mois de récolte (propolis de Terny).

Figure 39: Les sites de récolte des échantillons de la propolis.

Les codes, I’origine des échantillons de propolis, le site, ’année et le mois de collecte, la race d’abeille sont

présentés dans le tableau 9 :

Code Site de collecte Année et mois de Race d’abeille
d’échantillon la récolte
EPB Benisnous (34°41' 38" nord,  Septembre, 2021

1°31' 07" ouest)
Apis mellifera

EPA Chetouan (35° 02’ 07" nord, Septembre, 2021 intermissa
1° 14’ 24" ouest) (Iabeille noire)
EP| Chouli (34° 52’ 09" nord, Septembre, 2021
1° 07’ 54" ouest)
EPE Elourit (34° 53’ 24" nord, Septembre, 2021
1° 19’ 12" ouest)
Terny (34° 47" 45" nord, Janvier, 2022
EPT 1° 21" 29" ouest)

Tableau 8: Le site, [’année et le mois de récolte des échantillons et race d'abeille.
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Détermination de la plage de fusion de la propolis brute de différentes régions :

La plage de fusion de la propolis brute a été déterminée, elle est représentée dans le tableau suivant :

Echantillons Plage de fusion

EPB 90°C
EPA 90°C
EPI 87°C
EPE 85°C
EPT 108°C

Tableau 9: plage de fusion de la propolis brute récoltée.

Les caractéristiques organoleptiques des échantillons de la propolis :

La propolis est une matiére collante et résineuse qui présente les caractéres organoleptiques suivants :

Echantillons Couleur Odeur Saveur
EPB Agréable
EPA Agréable et doucatre
EPI Maron foncé  Agréable Amere
EPE Agréable et doucatre
EPT Pas d’odeur

Tableau 10: Les caractéristiques organoleptiques des échantillons

Son odeur et sa couleur dépend de son origine, presque tous nos échantillons ont une odeur agréable (un

mélange d’odeur de vanille et cannelle) et une couleur marron foncée.

1. Préparation des extraits de la propolis :
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Pour les échantillons des régions Benisnous, Chetouan, Chouli, Elourit et Terny nous avons retiré les impuretés
telles que les corps d’abeilles les tiges de bois des insectes...ctc., ensuite nous avons broyé la propolis triée dans
un mortier jusqu’a obtention d’une poudre.

Tous les échantillons ont été conservés a température ambiante et 1’obscurité avant leur extraction.

L’extraction est une étape cruciale pour une valorisation des composés actifs d’un extrait et elle dépend de la
méthode le type de solvant, la température et le temps d’extraction. Apres une recherche bibliographique, les
deux premiers choix du solvant sont portés sur le méthanol et 1’éthanol, dans cette étude nous avons utilisé
I’éthanol (96%).

11.1. Macération alcoolique simple a froid :

La macération a froid est la methode la plus utilisée pour extraire les composés bioactifs de la propolis.10g de
la propolis ont été extraites par 130 ml de I’éthanol, dans un erlenmeyer emballé avec du papier aluminium. Au
bout de sept jours le macérat a été filtré, aprés avoir congelé le macérat, on I'a filtré une fois de plus pour retenir

la cire, puis on I'a évapore a l'aide d'un evaporateur rotatif pour obtenir un extrait sec.

Figure 40: Macération a froid de la propolis.

11.2. Détermination du rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction est le rapport de la masse de I’extrait obtenu sec et la masse de la propolis avant
I’extraction.

Le rendement d’extraction a été calculé comme suit :

Rdt % = (m/m;)x100
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My : masse de I’extrait de la propolis sec en g.
m; : masse de la propolis initiale en g.

Analyse qualitative (Screening phytochimique) des extraits de la propolis :

I11.1. Tests phytochimique :
Les différents extraits éthanoiques de la propolis ont été soumis a un criblage phytochimique et les protocoles
de caractérisation des groupes chimiques utilisés ont été déja décrits dans la littérature.

I11.1. Caractérisation des alcaloides :

Iml de chaque extrait est divisé en deux volumes €gaux, I’un est traité par 0.5 ml de réactif de Mayer et 'autre
par 0.5 ml de réactif de Wagner, I’apparition d’un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides.

111.2. Caractérisation des Flavonoides :

On ajoute a 1 ml d’extrait de propolis a tester, 1ml d’acide chlorhydrique et 1 a 2 coupeaux de magnésium,
I’apparition d’une couleur rouge-orangée indique la présence des flavonoides.

I11.4. Caractérisation des terpénoides :

5ml d’extrait de propolis a tester est ajouté a 2 ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré,
I’apparition d’une couleur marron a I’interphase et la formation de deux phases indique la présence des
terpénoides.

I11.5. Caractérisation des saponines (test de mousse) :

Dans un tube a essai, on introduit 10 ml d’extrait a tester en agitant pendant quelques secondes puis on le
laisse reposer pendant 15 min, I’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines.

I11.2. Criblage phytochimique a I'aide de la chromatographie analytique sur couche mince CCM :

Nous avons utilisé la chromatographie sur couche mince CCM comme technique analytique pour identifier les
différentes classes de composés présentes dans I’extrait de propolis, 30 mg d'extrait de Propolis ont été dissous
dans 1 ml d'éthanol et déposés sur une plaque de gel de silice 60 F2s4 de 0,05 mm d'épaisseur, les plaques ont
été développées dans une phase mobile composée respectivement d'acétate d'éthyle et d'éther de pétrole (3/7),

apres développement, la plague a été séchée et visualisée a 254 nm et 366 nm, puis a été pulvérisée avec des
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réactifs chimiques tels que l'iode et I'acide vanilline-acide sulfurique pour la détection des classes de composes
[96].

Préparation d’une solution de vanilline-acide sulfurigue :

Une quantité de 1g de la vanilline a été dissoute dans 100ml d’éthanol a 95°C sous agitation, ensuite nous
avons placé le bécher dans un bain de glace pour ajouter 2 ml de I’acide sulfurique concentré goutte a goutte.
La plaque CCM a été immergée dans la solution de vanilline ensuite séché, nous avons remarqué 1’apparition

des taches de couleur bleue-noire, violette et rose.
IV.  Analyse quantitative (dosage par spectrophotométrie) des extraits de la propolis :

IV.1. Dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteu :

En présence des polyphénols, le mélange d’acide phosphomolibdique et phosphotungstique est réduit en oxyde
de molybdéne et tungstene de couleur bleue [97].La quantite totale en polyphénols a été détermine par la
méthode de Skerget et col [98].

Procédure :

200ul d’extrait ont été mélangés avec 1ml du réactif Folin-Ciocalteu, aprés 8 min ,0.8ml de carbonate de
sodium a une concentration de 75g/1 ont été ajoutés, le mélange a été incubé a 50°C pendant 5 min, apres
refroidissement, I’absorbance a été¢ mesurée a 1’aide d’un spectromeétre a 760 nm contre un blanc préparé dans
les mémes conditions. La quantité en polyphénols est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g
d’extrait sec de propolis (mg EGA/g), cette quantité est déterminée graphiquement a 1’aide d’une courbe
d’étalonnage linéaire (Y= ax +b) de I’acide gallique a différentes concentrations, dans les mémes conditions
que les échantillons et qui est utilis¢é comme standard. Avec Y est ’absorbance et x est la quantité des

polyphénols.
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IV.2. Dosage des flavonoides totaux par la méthode d’AICI3 :

Les flavonoides peuvent former des complexes par chélation avec les métaux lourds comme le fer et
I’aluminium, lors du dosage des flavonoides un complexe jaunatre se forme entre la molécule et I’ion
d’aluminium, 1’aluminium (Al) perd des électrons pour se réunir avec deux atomes d’oxygene de la molécule

[99]. Le protocole est cité par Bahri-Sahloul [100].

Procédure :

1 mlde AICIz a 2 % a été ajouté a 1 ml de I’extrait ensuite le mélange a été bien homogénéisé suivi d’une
incubation a température ambiante a 1’abri de la lumiére durant 10 min, ’absorbance est mesuré a 450 nm.

La quantité en flavonoides est exprimée mg equivalent de Rutine par g d’extrait de propolis (mg ER/g), cette
quantité est déterminée graphiquement par une courbe d’étalonnage de la Rutine (Y=ax+b) a différentes
concentrations et dans les mémes conditions opératoires que les échantillons. Avec Y est ’absorbance et X est

la quantité des flavonoides en mg/g.

2.  Résultats et discussion :
l. Rendements d’extraction :

Le tableau 13 montre les résultats du rendement d’extraction éthanoique des échantillons de la propolis :

Echantillons Rendement  Aspect de

% I’extrait
EPB 45,00 Visqueux
EPA 42,00 Visqueux
EPI 68,00 Visqueux
EPE 43,00 Visqueux
EPT 10,00 Visqueux

Tableau 11: Rendement d'extraction et aspect des extraits obtenus.
Les rendements d’extraction sont compris entre 10% et 68%, le rendement le plus élévé a été obtenu par
’extrait de propolis de la région de Chouli EPI (68%), I’extrait de la région de Terny EPT a marqué le plus

faible rendement (10%). Plusieurs études ont rapporté des rendements d’extraction variables de la propolis dans
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différentes régions en Algérie, en 2021 Kouadri et al ont rapporté des rendements d’extraction éthanoiques de
la propolis algérienne de différente wilaya : Tippaza, Tebessa, Eloued et Constantine allant de 14 a 37 %
[101].Une autre étude de Belfar et al sur la propolis algérienne des régions de Mostaganem, Bejaia, Boumerdas
et Gherdaia a montré que leur taux d’extraction variait entre 15,57% et 41,10% [102]. Une étude sur la propolis
du Brésil a confirmé que le taux d’extraction varie d’un échantillon a I’autre de la méme région, cette étude a
montré que les taux d’extraction éthanoiques de la propolis du Brésil dans la méme région variaient de 40,07 %

473,9 % [103].

80
70

68%
60
50
40 42% 43%
30
20

10
10%

EPA EPI EPE EPT

Figure 41: Diagramme représentant le taux de rendement des extraits de la propolis.

1. Résultats du screening phytochimique des extraits de la propolis :

a. Tests photochimiques :

Les résultats du criblage phytochimique sont présentés dans le tableau suivant :
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Echantillons Alcaloides Flavonoides Terpnoides Saponines

EPB + + + +
EPA + + + +
EPI + + + +
EPE + + + +
EPT + + + +

Tableau 12: Résultats des tests phytochimiques.

L’apparition d’un trouble ou changement de couleur : (+)
Absence totale du groupe chimique : (-)

Le criblage phytochimique est un ensemble de tests simples pour les substances naturelles, ce criblage détecte
la présence de produits appartenant a différentes classes de composes chimiques, les résultats obtenus ont mis
en évidence la présence des Alcaloides, des flavonoides, des Terpnoides et des Saponines dans tous les extraits
de la propolis.

b. Screening phytochimique par chromatographie en couche mince analytique CCM :

Les résultats du criblage phytochimique par CCM sont regroupés dans le tableau :

A : Vapeur d’lode B : UV-254nm

Il

SE——_

C: Vanilline-H,S04 D: UV-366nm

Figure 42: Chromatogramme des extraits de la propolis.
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Echantillons
Famille de Couleur EPB EPA EPI EPE EPT Révélation physique et chimique
COMPOsEs détectée
Flavonoides Rose + + + + + Vanilline-Acide sulfurique
Terpenoides Violette + + + + + Vanilline-Acide sulfurique
Coumarines Bleue + + + + + UV-366nm
Saponines Noire + + + + + Vanilline-Acide sulfurique
Phénoles Rouge + + + + + Vanilline-Acide sulfurique
Huiles Maron/ + + + + + Lumiere visible/UV-254nm
essentielles )
Bleue-noire
Composés
Jaune + + + + + Vapeur d’lode

insaturés et
aromatiques

Tableau 13: Les résultats du screening phytochimique par CCM.

Lorsque la plague a éteé pulvérisée avec de la vanilline-Acide sulfurique, des terpnoides (violet), des phénols
(rouge) et des saponines (Noir) ont tous éte détectés dans tous les échantillons de propolis. La plague CCM a
¢té colorée avec de la vapeur d’iode, les composés insaturés et aromatiques étaient présents dans tous les
extraits. Lorsque la plague CCM a éte visualisée sous une vague de lumiere UV (sous 366nm), des coumarines
étaient présentes dans tous les extraits de propolis.La CCM est une technique pour identifier et séparer les
substances dans un mélange et détecter les différentes classes de composés chimiques, elle est largement

utilisée en raison de sa simplicité, son faible co(t et son court temps de développement.

Les résultats du criblage phytochimique par CCM de la propolis provenant de différentes régions de Tlemcen
ont révélé la présence de composés chimiques comme les flavonoides, les terpnoides, les coumarines, les
saponines, 1’huile essentielle, les composés insaturés et aromatiques. Les résultats de notre étude ont coincidé
avec les études rapportées par Badiazaman et al [75] Ibrahim et al [66] , leurs résultats de criblage

phytochimique
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utilisant la CCM, ont montré la présence de flavonoides, terpénoides, coumarines, huiles essentielles, composés
aromatiques et insaturés. Les résultats du screening phytochimique par les deux méthodes (tests et CCM
analytique) sont en corrélation et prouvent que les extraits de la propolis de différentes zones de la wilaya de

Tlemcen sont riches en composés bioactifs.

i Résultats du dosage des polyphénols et flavonoides :
Nous avons appliqué la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu et AICls pour déterminer la teneur totale en
polyphénols et en flavonoides, respectivement, le tableau 14 montre la teneur totale en polyphénols et

flavonoides des extraits éthanoiques de propolis EEP.

Echantillons TFT mg EQ/g TPT mg EAG/g
EPB 93.00+£0.41 145.76+0.14
EPA 91.70+0.36 145.00+0.14
EPI 121.93+0.23 158.00+0.10
EPE 121.16+0.18 153.00+0.37
EPT 19.19+1.06 31.00+£1.74

Tableau 14: Taux des polyphénols et flavonoides des extraits
La teneur totale en polyphénols est exprimée en milligrammes d’acide gallique équivalent par gramme d’extrait
(mg GAE/qQ) et la teneur totale en flavonoides sont exprimées en milligrammes d’équivalent quercétine par

gramme d’extrait (mg QE/g).

La teneur totale en polyphénols (TPC) a été mesurée par la méthode de Folin-Ciocalteu et I’acide gallique a été

utilisé pour calculer le taux des polyphénols a partir de courbe d’étalonnage (y=0,091x+0,086, R?=0,9961).

Concentration 20 13,33 10 6,67 4 2 1
(ug/ml)
Absorbance 1,918 1,295 1 0,65 0,43 0,345 0,15

Tableau 15: L'absobance de I'acide gallique a différentes concentrations.

2.5
y=0.091x + 0.086

8 2 K" =0.99061 /
515
2
2 1 /
<

0.5 "/y

0 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Concentration de I'acide gallique (pg/ml)

Figure 43: La courbe d'étalonnage de I'acide gallique.
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La teneur totale en flavonoides (TFC) a été déterminée a ’aide de la méthode du chlorure d’aluminium, les

résultats ont été obtenus a partir de la courbe d’étalonnage (y=0,0265x+0, 0325, R?=0,9905).

Concentration 100 50 20 10 5 2
(ug/ml)
Absorbance 2,6 1,538 0,598 0,316 0,128 0,006

Tableau 16: L'absorbance de la Quercétine a différentes concentrations

3

2.5 - =0:
2 R2=0

15 2
1
/
0.5

0 20 40 60 80 100 120
Concentration de la Rutine( pg/ml)

Absorbance

Figure 44: La courbe d'étalonnage de la Quercétine.

Selon le tableau 14, les quantités de flavonoides totaux et de polyphénols ont varié de 31,00 a 121,93 mg EQ/g
et de 19,19 a 158,00 mg EAG/g, respectivement. La propolis de la région de Chouli EPI et d’Elourit EPE ont
montré une teneur élevée en composés phénoliques avec 158 et 153 mg /g respectivement, tandis que la
propolis de la région de Terny EPT a présenté la plus faible teneur en composés phénoliques avec 31,00 mg
EAG/g, la plus faible teneur en flavonoides a été observée dans la propolis de la région de Terny EPT 19,19
EQ/qg et la plus élevée pour la propolis de la région de Chouli, EPI 121,93 mg QE/qg. Plusieurs études ont été
menées pour la quantification des polyphénols et flavonoides dans la propolis dans plusieurs régions du monde,
ces études ont montré une plus grande variabilité dans les niveaux de polyphénols et de flavonoides dans
différentes régions, les investigations qui ont été faites sur la détermination des teneurs en polyphénols et

flavonoides sont nombreuses et les résultats sont différents d’une étude a ’autre.

La teneur totale en polyphénol de la propolis Algérienne des régions : Seradi, Chetaibi, Berrahel et Elbouni

(Annaba) se situait entre 100,90 et 257,40 mg GAE/g [104], Jobir et al ont rapporté des niveaux phénoliques de
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propolis éthiopienne de 63 a 82 mg GAE/g [105], Béji-Srairi et al ont trouvé un taux de polyphénol de la
propolis tunisienne variant entre 35 et 93,16 mg GAE/g [106]et le propolis Iranienne se situaient entre 31 et
187 mg GAE/g [107].

En ce qui concerne la teneur en flavonoides, la propolis algérienne de : Seradi, Chetaibi, Berrahel et Elbouni
(Annaba) a montré un taux de flavonoides variant entre 58,99 et 91,44 mg QE/g [104], La propolis d’Ethiopie
contenait des taux de flavonoides de 17,26 a 24 mg QE/g [105] et la propolis d’Iran contenait un taux de
flavonoides variait de 12 & 78 mg QE/g [107].

Cependant, a partir des résultats de la littérature et de notre étude actuelle, nous avons constaté que le contenu
en polyphénols et flavonoides difféere d’un échantillon a ’autre selon nombreux facteurs : zones
géographiques, altitude, saison de récolte, la végetation et plantes régionales préférees visitées par les abeilles
[108].

Le faible taux de polyphénols et flavonoides de 1’extrait de propolis du Terny est peut-étre di a la période de
récolte (en mois de Janvier) c’est la période d’hivernation, les abeilles vivent lentement ¢’est-a-dire que les
abeilles volent rarement en dehors de la ruche en raison du froid et de la rareté des aliments (plantes et
fleurs).Si on compare les résultats des quatres régions en éliminant la région de Terny, on peut déduire que les
extraits de la propolis de la région de Chouli et I’ Elourit ont enregistré des valeurs importantes en taux de

polyphénols et flavonoides en raison de la végétation diversifiée par rapport aux autres regions.
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Figure 45: Diagramme représentant le taux des polyphénols et flavonoides des extraits de la propolis.

Partie |I. Caractérisation chimique

Analyse spectrale
Appareillage : HPLC, HPLC/MS, FTIR, RMN, bank Koffler

Réactifs : Acétate d’éthyle, ether de pétrole, ’acide gallique, ’acide nicotinique, la catéchine, 1’acide

chlorogénique, 1’épicatéchine, I’acide gibbérellique, la riboflavine, la vanilline, 1’acide férulique, -Acide p-
coumarique, acide salicylique, Quercétine, acide trans-cinnamique, 1’acide cinnamique, kaempferol, 1’acide

tannique, la Chrysin.
Cette partie se focalise sur :

» L’analyse HPLC, HPLC/MS des extraits de la propolis.
» Séparation des composés des extraits de propolis par colonne chromatographique.

> Analyse RMN/IR, détermination de la température de fusion et le rapport frontal des composés isolés.

1. Matériels et méthodes :

I. Analyse HPLC :

L’identification des composés des différents extraits de la propolis a été déterminée a 1’aide d’une
chromatographie liquide haute performance (systéme HPLC PerkinElmer) en phase inverse équipée d’une

colonne C18 (longueur 4,6 mm 150 mm, granulométrie 5 um, colonne PerkinElmer) et détecteur UV a 254 nm
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(Logiciel Chromira CDS). 20 uL de chaque extrait a été injectée dans la colonne HPLC, maintenue a 40 °C, en
utilisant deux phases mobiles différentes : le solvant A (3 % (v/v) acide acétique dans 1’eau) et le solvant
B(méthanol), avec un débit de 1 mL/min [109][110], I’identification des composés a été déterminée en
comparant les temps de rétention avec ceux de référence, y compris 1’acide gallique, ’acide nicotinique, la
catéchine, I’acide chlorogénique, 1’épicatéchine, I’acide gibbérellique, la riboflavine, la vanilline, 1’acide
férulique, -Acide p-coumarique, acide salicylique, Quercétine, acide trans-cinnamique, acide cinnamique,

kaempferol, acide tannique, Chrysin.

Standards Temps de Standards Temps de rétention
rétention(min) (min)
Acide Gallique 2.4 Acidep-coumarique 12
Acide Nicotinique 2.8 Acide Salicylique 12.6
Catechine 5.5 Quercetine 14.3
AcideChlorogenique 6.8 Trans-Acide 14.6
cinnamique
Epicatechine 9.4 Cis-Acide 14.8
Cinnamique
Acide Gibberellique 9.5 Kaempferol 15.3
Riboflavine 9.7 Acide Tannique 16.5
Vanilline 10.2 Chrysine 20
Acide Ferulique 11.5

Tableau 17: Standards utilisés avec leur temps de rétention dans I'HPLC.

Il. Analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse HPLC/MS :

La chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrometrie de masse (LC/MS), cette technique
chromatogrphique instrumentale a été utilisé pour analyser les extraits de la propolis, elle est constituée
d’unAppareil de chromatographie liquide HPLC qui permet la séparation des composés et un spectrométre de
masse qui permet I’identification de ces comp0sés séparés. L'extrait éthanoique de propolis a été dissous dans

le méthanol a une concentration de 1mg/ml puis 100l de la solution mére ont été dilués dans 1 ml de
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méthanol, les composes ont été séparés par une colonne de phase (Interchim ; Uptisphere strategy C18-2 100A
; 3.0x150mm ; 3um, le systéme de phase mobile était composé du solvant B (méthanol) et du solvant C (eau).
L'élution a été effectuée en commencant par 35 % B et 65 % pendant 1 min et en augmentant jusqu'a 60 % B et
40 % C a 22 min, 45 % B a 30 min, 80 % B et 40 % C & 35 min, 95 % B et 5 % C a 44 min afin d'équilibrer
colonne. Le solvant a été évaporé par collision avec de I'nélium gazeux. Les composés ont été identifiés en
comparant leur temps de rétention, leur formule moléculaire et leurs spectres de masse avec ceux des bases de

données.

I1l. Chromatographie sur colonne :

La chromatographie sur colonne est une technique utilisée pour la séparation des composé d’un mélange,
utilisée en chimie pour purifier un produit apres une synthése ou isoler des composés d’une substance naturelle
apres une extraction .Le principe physique de la chromatographie sur colonne est le méme que la séparation par
Chromatographie sur couche mince CCM, la séparation des composés repose la différence d’affinité des
composés a I’égard de deux phases, la phase stationnaire (silice) et la phase mobile (éluant).Le choix de
I’éluant est primordial, avant d’envisager une séparation sur colonne il faut commencer par des
chromatographies sur couche mince préparatoires. La séparation chromatographique par CCM nous permet de
trouver le bon systéme d’¢élution comme une premicre étape pour passer a la chromatographie sur colonne pour
séparer les composés de nos échantillons. A fin de trouver le bon éluant nous avons essayé plusieurs solvants
de différentes polarités. L’analyse CCM des extraits alcoolique de la propolis qui ont été utilisé¢ dans notre
étude a été réaliseé sur gel de silice (phase stationnaire) avec le systéeme d’¢luant : I’éther de pétrole/acétate
d’éthyle en phase mobile avec une proportion de (7 :3), alors ce systéme d’éluant nous a permis la bonne

séparation et qui a montré une richesse considérable en constituants.

2. Résultats et discusssion :
I. Identification des composés des extraits de propolis par HPLC (profil chromatographique) :

L’identification des composés par HPLC a été effectuée en comparant les temps de rétention avec des étalons et
les chromatogrammes HPL.C obtenus des extraits propolis éthanoiques étudiés sont présentés dans la figure 53.
La comparaison des temps de rétention des étalons avec ceux enregistrés dans les chromatogrammes des
extraits de la propolis a permis d’identifier les composés suivants : I’extrait de propolis EPB a montré la
présence de :I’ acide gallique (2,4 min), I’acide nicotinique (2,8 min), catéchine (5,5 min), ’acide

chlorogénique (6,8 min), épicatéchine (9,4 min), vanilline (10,2 min), I’acide férulique (11,5 min),
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acide p-coumarique (12 min), quercétine (14,3 min), I’acide cinnamique (14,8 min), I’acide tannique (16,5 min)
et chrysine (20 min). Dans I’extrait EPE, on a identifié¢ de I’acide nicotinique (2,8 min), de la catéchine (5,5
min),de I’acide gibbérellique (9,5 min), de la rutine (11,6 min), de ’acide salicylique (12,6 min), de la
quercétine (14,3) et de la chrysine (20 min). Pour I’extrait EPA, on a détecté la présence de I’acide gallique
(2,4 min), du kaempferol (15,3. min) et de la chrysine (20 min). L’extrait EPI a été caractérisé par la présence
de I’acide gallique (2,4 min), de la riboflavine (9,7 min), de I’acide trans-cinnamique (14,6 min) de I’acide

tannique (16,5 min) et la chrysine (20 min).
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Figure 46: Profil chromatographique des extraits de la propolis de différentes régions de la wilaya de Tlemcen (régions
montagneuse : EPB(Benisnous) et EPE (Eouret), régions de plaine : EPA(Chetouan) et EPI(Chouli).

Selon la littérature, ’analyse HPLC de certains échantillons de la propolis Algérienne a révélé la présence de
certains composés qui sont déja présents dans nos échantillons tels que 1’acide gallique, la catéchine, I’acide
chlorogénique, 1’épicatéchine, la vanilline, I’acide férulique, ’acide p-coumarique, la quercétine, la rutine et le

kaempférol, et d’autres composés bioactifs spécifiques comme la tectochrysine, naringenine, galangine,
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Methoxychrysine, dérivés de I’acide caféique et I’apigenine [111][112]. L’apigénine, kaempférol, la chrysine,
la rutine, la querctine, I’acide caféique, la naringinine, I’hespériétine, 1’acide gallique, 1’acide p-
coumarinique,l’acide férulique et I’épicatéchine ont été détectés dans des extraits éthanoiques de propolis de la
Roumanie, la propolis égyptienne et indienne [113][114][115].
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Figure 47: Structure des composés identifiés dans les extraits préparés par HPLC.

I1. Identification par HPLC/MS :

La caracterisation des extraits éthanoiques de la propolis a été réalisée par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse LC/MS, le profil chromatographique des cings extraits est rgroupé dans les figures (55-
56-57-58), les composes identifiés : la pinocembrine, la pinobanksine, la pinobanksine 3-acétate et la chrysine
se sont révélés étre communs dans les cing échantillons. En outre, certains pics faibles non identifiés ont été
observeés, ces pics sont associes a des composés mineurs de la propolis, en comparant les deux résultats
d’analyse, nous avons observé la présence de la chrysine dans tous les extraits par LC/MS, ce qui confirme les
résultats obtenus par la technique HPLC citée prédemment.Les chromatogrammes des extraits des régions de
Chouli EPI, Elourit EPE, et Benisnous EPB ont montré une richesse en composés par rapport aux extraits de la
région de Chetouan EPA et Terny EPT, nous avons observé que I’intensité les pics des composes
(pinocembrine, la pinobanksine, la pinobanksine 3-acétate et la chrysine) est faible pour les extraits EPT et
EPA par rapport aux extraits EPI,EPE et EPB, les résultats indiquent que le taux des composés varie en

fonction de la zone géographique et le mois de récolte.
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Les résultats de ’analyse LC/MS sont rassemblés dans les tableaux et les figures au dessous :

Intens.J
x1043 b
253
2,03
1.5
1.0
059
)
0 5 10 15 20 25 35 40  Time [min]
Figure 48: Profil chromatographique de I'extrait de propolis de la région de Chouli EPI.
Temps de Masse Erreur
Le compose | rétention (m/z) [M—H] (ppm) Molécule
(min)
1 6.1 285.0771 | -- --
2 6.6 271.0611 | C1sHu1Os | 0.3 pinobanksine
3 9.1 269.0449 | -- --
4 12.6 255.0662 | C15H1104 pinocembrine
313.0717 | C17H1306 | 0.2 pinobanksine
3-acetate
5 12.7 255.0661 | Ci5H1104 pinocembrine
313.0715 | Ci7H1306 | 0.9 pinobanksine
3-acetate
6 13.3 247.0975 | -- --
7 16.1 253.0509 | CisHoO4 | 1.1 chrysine
8 34.3 415.2118 | -- --
9 35.3 355.1192 | -- --
10 39.7 365.2129 | -- --
Tableau 18: Détermination de la composition de [’extrait de propolis de la région de Chouli EPI.
Intens. d
x104

40  Time [min]

Figure 49: Profil chromatographique de I'extrait de la propolis de la région d’Elouret EPE.
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Composé Temps de Masse Erreur
retention (m/z) [M-H]" | (ppm) Molécule
(min)
1 6.7 271.0614 | C1sH110s5| 0.7 pinobanksin
2 12.6 255.0667 | CisH1104| 1.5 pinocembrine
313.0720 | C17H1306| 0.7 pinobanksine 3-
acetate
3 12.8 255.0666 | C15H1104 pinocembrine
313.0720 | C17H1306| 0.7 pinobanksine 3-
acetate
4 16.1 253.0506 | C1sH9O4 | 0.1 chrysine
5 27.2 381.2063 -- --
6 28.1 381.2063 -- --
7 39.8 365.2144 -- --
Tableau 19: Détermination de la composition de [’extrait de la propolis de la région d Elouret.
Intens. ]
x104§ a
1.59
o.s%\ ‘
0.05 e e ——— ————— — e e e et
0 5 10 20 25 30 35 40  Time [min]

Figure 50: Profil chromatographique de [’extrait de la propolis de la région de Benisnous EPB.

Composé Temps de Masse Erreur
rétgntion (m/z2) [M—H]" (ppm) Molécule
(min)
1 6.7 271.0616 | CisHuOs | 1.4 pinobanksine
2 12.7 255.0658 | C1sH1104 | -1.9 pinocembrine
313.0713 | C17H1306 | -1.6 pinobanksine 3-
acetate
3 12.9 255.0657 | CisH1104 | -2.2 pinocembrine
313.0709 | C17H1306 | 2.6 pinobanksine 3-
acetate
4 16.3 253.0502 | C15HyO4 [ 1.9 chrysine
5 40.0 365.2111 | -- --
6 441 277.2171 | -- --

Tableau 20: Détermination de la composition de [’extrait de la région de Benisnous EPB.
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Figure 51: Profil chromatographique de la propolis de la région de Chetouan EPA.
Temps de Masse Erreur
Composé retention (m/z2) [M-H]" | (ppm) Molécule
(min)
1 6.7 271.0617 | C1sH110s5| 1.8 pinobanksine
2 12.7 255.0662 | Ci1sH1104| 0.3 pinocembrine
313.0713 | C17H1306| 1.4 pinobanksine
3-acetate
3 16.2 253.0501 | CisH9O4 | -1.9 chrysine
4 27.1 381.2062 | -- --
5 28.0 381.2059 | -- --
6 39.9 365.2119 | -- --
7 42.8 7454122 | -- --
8 43.0 7454121 | -- --
Tableau 21: Détermination de la composition de la propolis de la région de Chetouan EPA.
gt €
4
1 15 -|1-1 C15H90 4
U:OIIIIIEIIIII‘IID IIIII 1|5||II2IUIII|2|5||IISIUIII|3|5I|I|4-I[JITIirné[rrl1in]

Figure 52: Profil chromatographique de la propolis de la région de Terny EPT.
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Composé Temps de Masse Erreur
rétention (m/2) [M—H] (ppm) Molécule
(min)

1 6.7 271.0597 | CisH110s| 5.6 pinobanksine

2 12.7 255.0660 | C15H1104| 1.2 pinocembrine

313.0698 | C17H1306| 6.3 pinobanksine 3-
acetate

3 16.3 253.0500 | CisH9O4 | 2.6 chrysine

4 30.7 341.1385 | -- --

5 35.3 319.2272 | -- -

6 36.8 325.1451 | -- -

Tableau 22: Détermination de la composition de la propolis de la région de Terny EPT.

OH

Pinocembrine

Pinobanksine

HO

OH o

Chrysine

Pinobanksine-3-acétate

Figure 53: La structure des composés identifiés dans les extraits de la propolis par HPLC/MS.
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Figure 54: Spectre de masse de Pinobanksine-3-acétate.

81

——
| —



Travail effectué Propolis

Figure 61 : le spectre de masse montre un pic moléculaire a m/z=313 correspond a une formule moléculaire
C17H1406 qui a été identifié comme pinobanksin-3-acétate, la présence du pic fragment a m/z=255 correspond a
la perte de I’ester [M-C2H30z].

MS, 15.7-17.0min #939-1018
x1h4 S
1.25 3
. | ‘/[M-H]— HO
004 | 1-
- I 2530506
U.7904 3
o \ 5 OH
3 225.0774
0.253
0.003 + . ir! S— y v
100 200 300 400 500

Figure 55: Spectre de masse de la Chrysine.

Figure 62 : un pic moléculaire a m/z=253 a été attribué a la chrysine (C1sH1004), la présence du pic fragment a
m/z=225 dans le spectre en raison de la perte du CO.

x1 /
204
o IMHE B e

-MS, 6.5-7.0min #388-41
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103 . OH m/z= M-M(H20) = 253,9855
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oo
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Figure 56: Spectre de masse de la Pinobanksin.

Figure 63 : un pic moléculaire a m/z=271 compatible a la formule brute C15H120s, la présence du fragment a
m/z=253 qui est généralement considéré comme 1’ion moléculaire de la pinobanksin déprotonné et déshydraté.

Intens. § MS, 12.3-12.7min #733-758]}

x104 o

’ [M-H]-
15] NN | H /
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Figure 57: Spectre de masse de la Pinocembrin

Figure 64 : ce spectre a été attribué a la pinocembrine (C15H1204) avec un abondant pic a m/z=255.
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Le spectre a montré une fragmentation & m/z=151 en raison du clivage du noyau C du flavonone.

I11. Isolation des composés par chromatographie sur colonne et plaque chromatographique sur

couche mince sur un support en verre :
L’extrait éthanoique de la propolis (2g, mélange des cing extraits) a été déposé sur colonne chromatographique
en verre (diamétre=10mm/ diametre=30mm) remplie par le gel de silice, la séparation en gradient a été réalisée
avec un éluant Ether de pétrole/Acétate d’éthyle (7 :3). Nous avons isolé quelques composés a partir de
quelques fractions (mélanges séparables) en utilisant une plaque Chromatographique sur couche mince sur un
support en verre (20cm x20 cm) mais apres une analyse RMN, nous avons remarqué la présence d’un grand
nombre de signaux, nous avons réalisé une autre CCM des échantillon récupérés apres I’analyse RMN, ils
n’étaient pas suffisamment purs car nous avons observé la présence de quelques taches en traces sur leurs
plaques CCM, ces traces n’apparaissaient pas au début dans les fractions. Dans cette étude, nous avons arrive a
séparer trois composés purs avec des spectres RMN et IR , nous avons déterminé leurs rapports frontaux, leurs
températures de fusion et nous avons utilisé la spectroscopie RMN-!H, IR pour avoir une idée sur leurs
structures et leurs fonctions. Nous ne pourrons pas déterminer la structure exacte de ces composes sans avoir

d’autres parametres comme par exemple les spectres de masse, RMN 2D.

Compose YF1-15 :

Apparence : solide blanc ; Rapport frontal : R¢= 0.42 (Ether de petrole : 7/acétate d’cthyle : 3) ; Température de
fusion : Tr= 82°C

RMN-!H : (CDCls, MHz), § ppm : (s, 6.41, 1H, OH phénolique) ; (m, 7.48-7.73, H aromatique); (s.10.05, 1H,
aldehyde CHO).

IR-FTIR : 3188 cm™ : OH phénolique ; 2854 cm™: C-H aliphatique ; 1708 cm™: C=0 ; 1513-1466 cm™: C=C
noyau aromatique ; 1132-1310cm™ : C-O.

Composé YF-32 :

Apparence : poudre jaune ; Rapport frontal : R = 0.30 (Ether de pétrole : 7/Acétate d’ethyle : 3) ; Température
de fusion : Te=173°C

RMN-!H: (CDCls, MHz), § ppm: (s, 7.90, 1H,0OH phénolique); (s, 6.54, 1H,0H phénolique); (m, 7.22-7.64, H
aromatiques)

IR-FTIR : 3417 cm™ : OH ; 2986 cm™ : =CH ; 1611-1583-1520 cm™ : C=C cycles aromaticues ;

1668 cm™ C=0.
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Composé YF2-15 :
Apparence : solide cristallin blanc ; Rapport frontal : Rs = 0.2 (ether de pétrole : 7/acétate d’ethyle : 3) ;
Température de fusion: Tr= 43°C

RMN-'H: RMN-'H: (CDCls, MHz), § ppm: (d, 1.01,1H,CH/CH,/ CHs) :( d, 0.9, 1H, CH/CH2/ CH3) (m, 3.31-
3.44, 1H).

IR-FTIR: 3237 cm™ OH; 1000-1300 cm™: C-0O, 1454 cm™: CH3CH..

Le composé YF1-15 se présente sous forme d'un solide blanc, avec un point de fusion de 82°C. Son analyse par
RMN du proton réveéle un signal caractéristique a 10,05 ppm, typique d'un aldéhyde, associé a des signaux
aromatiques entre 7,48 et 7,73 ppm. La spectroscopie infrarouge confirme la présence d'un groupe carbonyle a
1708 cm™* et d'un noyau aromatique a 1513 cm™2.

Le composé YF-32 est une poudre jaune qui fond a 173°C. Son spectre RMN montre trois signaux distincts de
protons phénoliques a 6,28, 6,54 et 7,90 ppm, caractéristiques d'une structure polyhydroxylée. La couleur jaune

et le point de fusion élevé sont typiques des flavonoides de type flavone ou flavonol.

Le composé YF2-15 se présente comme un solide cristallin blanc fondant a seulement 43°C. Son spectre RMN

est dominé par des signaux aliphatiques a 0.9 et a 1,01 ppm.

L’interprétation compléte des spectres RMN!H nécessite une analyse avancée RMNC RMN 2D (HSQC
HMBC, COSY, NOESY et ROESY) et MS qui sont essentielles pour une identification et une caractérisation

structurale.
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Figure 58: Spectre IR du composé YF1-15.
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Figure 60: Spectre IR du composé YF-32.
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Figure 62: Spectre IR du composé YF2-15.
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Figure 63: Spectre RMN-H du composé YF2-15.

La plaqgue CCM des composés isolés a été pulvérisée avec une solution de vanilline-acide
sulfurique (révélateur chimique), pour qu’on puisse déterminer la classe chimique des composés

isolés, les résultats sont illustrés dans le tableau suivant :

Classe
. chimique du
Compose Couleur détectée composé
YF1-15 Rouge Polyphénols
YF-32 Rose Flavonoides
YF2-15 Violette Terpénoides

Tableau 23: Détermination de la nature de la classe chimique des composés isolés.
Aprés une pulvérisation de la plaque CCM des composeés isolés, nous avons observé, que le composé

YF1-15 appartient a la famille des polyphénols nous avons donc affaire a un aldéhyde phénolique, une famille

de composés reconnue pour ses propriétés antimicrobiennes, le composé YF-32 appartient a la famille des
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flavonoides ces antioxydants naturels par excellence la présence de trois groupements hydroxyles phénoliques
lui confere un potentiel antioxydant particuliérement élevé, le dernier composé YF2-15 appartient a la famille
des terpénoides, composés connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices. Cette
technique nous a permis de classer nos échantillons selon leur nature chimique, nous avons déja détecté la
présence de ce type de composés dans les extraits de propolis, ce dernier a une composition chimique complexe

riche en composés bioactifs tels que les flavonoides, les polyphénols et les terpénoides et d’autres COMpOSES.

L’isolement par chromatographie sur colonne a permis d’obtenir trois composés purs (YF1-15, YF-32, YF2-
15), leurs spectres IR et RMN-tH ont été enregistrés et analysés. Sur la base de ces données spectrales, nous
avons pu proposer une structure pour chacun d’eux : YF1-15 appartiendrait a la famille des polyphénols
aldéhydiques, YF-32 a celle des flavonoides, et YF2-15 a celle des terpénoides, en attendant des analyses

complémentaires (SM, RMN 2D) pour une confirmation sans ambiguité.

HO OH

(0] HO

~

YF1-15: _
Vanilline ou dérivé

YF-32 : Pinobaksin-3-acétate YF2-15:Menthol

Proposition 1 — Composé YF1-15 : Vanilline (4-hydroxy-3-methoxybenzaldéhyde) ou dérive :
Tr =82°C (compatible avec 82 °C), IR : C=0 1708cm™*, RMN CHO 10,05 ppm, cette molécule
est un polyphénol aldéhydique.

Proposition 2 — Composé YF-32 : Flavone ou flavonol hydroxylé, Pinobanksine-3-acétate déja
détectée par HPLC-MS dans tous les extraits, point de fusion ~170-175 °C (compatible avec
173°C).

Proposition 3 — Composé YF2-15 : Monoterpene, le point de fusion bas (43 °C) est typique
d’un terpénoide de faible masse moléculaire, Sur la base des données disponibles, YF2-15 est
trés probablement le menthol (racémique ou L-menthol), point de fusion 43 °C : C'est
exactement la gamme du menthol (42-45 °C), le doublet a 1,01 ppm correspond aux groupes
méthyles du menthol, le multiplet entre 3,31 et 3,44 ppm correspond au proton porté par le

carbone lié a I'oxygeéne, Rs= 0,2 : dans un systeme éther de pétrole/acétate d'éthyle (7:3), le
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menthol migre modérément, ce qui est cohérent avec une polarité moyenne (alcool secondaire).

Afin de déterminer le systéme d’élution le plus adapté a la séparation des composés des extraits

de propolis par chromatographie sur couche mince (CCM) et par chromatographie sur colonne,

plusieurs mélanges de solvants de polarités variées ont été testes. Les essais ont porté sur

différents systémes binaires, ternaires ainsi que des variations de proportions. Les résultats de

ces essais, résumés ci-dessous, ont permis de sélectionner le mélange éther de pétrole / acétate

d’éthyle (7:3, v/v) comme le plus efficace en termes de résolution et de reproductibilité.

Systeme éluant

Proportions

Observations

variables
Chloroforme / Méthanol Oui Aucune
Chloroforme / Eau Oui tache sur la
Dichlorométhane / Ethanol Oui plaque
Toluéne / Acétate d’éthyle / Oui
Acide acétique
Hexane / Acétate d’éthyle / Oui Mélange trés
Ethanol complexe
Hexane / Acétate d’éthyle / Oui
Eau Oui
Hexane / Chloroforme /
Acétonitrile Oui
Toluéne / Acétone / Acide
acetique Oui

n-Hexane / Acétate d’éthyle /

Acide formique

Tableau 24:Tableau récapitulant les systemes de solvents testés.
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Partie I1. Evaluation de activité biologique

Cette partie se focalise sur les étapes suivantes :

» L’évaluation de I’activité antioxydante par deux méthodes (DPPH et le test blanchiment du [
caroténe).

» L’évaluation de I’activité anti bactérienne antifongique par la méthode de diffusion sur disque.

» L’évaluation de I’activité neuroprotective des extraits de la propolis par la méthode d’inhibition
enzymatique de I’ Acétylcholinestérase et Butylcholinestérase.

> L’évaluation de ’activité immunostimulante.

1. Matériels et méthodes :

Réactifs chimiques :

Plusieurs réactifs ont été utilisé pour 1’évaluation de I’activité antioxydante et anti inflammatoire in vitro
des extraits de la propolis : DPPH, acide ascorbique, 3-caroténe, acide linoléique, chloroforme, tween4o0,
BHT, DMSO.

Souches bactériennes et fongiques utilisées : Les extraits de propolis ont été testés sur deux souches
gram-positives, trois gram-négatives et deux levures : Escherichia. Coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans ATCC 10231 et
Candida albicans ATCC 26709.

Milieu de culture utilisé : Nous avons utilise comme milieu de culture : Gélose Muller et Hinton pour les
souches bactériennes et la Gélose Sabouraud pour les souches fongiques.

Remarques : La gélose nutritive a été utilisée pour I’isolement et I’entretient des souches a tester.

Test de prolifération des lymphocytes : Tous les aspects des expériences ont été approuves et ont été
menés conformément aux directives fournies par le comité d’éthique local de I'Université hospitaliére de

Tlemcen, en Algérie (Protocole N° DOINO1UN130120220001).
Evaluation de activité biologique des extraits de la propolis :

Il serait intéressant d’évaluer I’activité biologique des extraits de la propolis, pour cette raison, dans cette
partie nous avons évalué I’activité antioxydante, antimicrobienne et antifongique et neuroprotective des
extraits de la propolis EPE qui a permis la détermination de I’efficacité ou non I’efficacité de nos

échantillons sur le plan biologique.

90

——
| —



Travail effectué Propolis

l. Evaluation de activité antioxydante par des tests in vitro :
Les méthodes les plus couramment utilisées sont DPPH, FRAP, ABTS, test de blanchiment du -carotene
et la méthode de ’ORAC pour analyser les extraits naturels .Dans notre travail nous avons utilisé que la

méthode du DPPH et test de blanchiment du (3-caroténe.
I.1. Test de piégeage du radical libre (DPPH) :

Principe de la méthode :

La réduction du radical libre DPPH® de couleur violette se fait par un composé donneur d’atome
d’hydrogene H ou un électron ce qui conduit a la formation du DPPH-H et disparition de sa couleur et

I’apparition d’une couleur jaune pale [116].

Q‘Z:’O O\w@

- . -
O.N i NO, + Antioxydant-OH lll H ot Antioxydant-O
ON.__A_NO,
NO,
NO;
DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 64: La réduction du DPPH® par un antioxydant.
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Figure 65: Réduction du radical DPPH .
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L’activité anti radicalaire a été déterminée selon la méthode décrite par Blois [117] en utilisant le DPPH
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).
Procédure :

En premier temps, une solution éthanoique de DPPH a été préparé en solubilisant 2mg des cristaux de
DPPH dans 50 ml d’éthanol, la solution préparée est conservée a I’abri de la lumiére et au frigo pendant 30
min avant son utilisation, des solutions éthanoique de propolis de différents extraits ont été préparées a
partir des solutions méres, 1.95ml de la solution DPPH a été ajouté a 50 ul de chaque solution de la
propolis préparée, apres une incubation de 30 min a température ambiante et a I’abri de la lumieére, les

absorbances ont ét¢ mesurées a 1’aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde de 517 nm contre le

contrdle négatif ,le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule suivante 1%°;

% d’inhibition= [(Ao-A1)/Ao] X100
Avec :
Ao : Absorbance du contrdle négatif
A1 : Absorbance de I’échantillon aprés 30 min

L’¢étalon de référence utilisé est ’acide ascorbique, ce dernier a été analysé selon la méme procédure que
les échantillons. L’activité anti radicalaire de nos extraits est exprimée en ICsp. Pour chaque extrait I’'ICsg
est déduite de la droite d'étalonnage correspondante.

1.2. Activité inhibitrice de la peroxydation lipidique :

Principe de la méthode :

Le principe de cette méthode se repose sur la capacité d’un composé a inhiber la dégradation du 3-caroténe

Par I’acide linoléique, si le composé est capable d’inhiber la dégradation du B-carotene, la couleur reste

orange, sinon il y aura un blanchiment de ce dernier (disparition de la couleur orange) [118].
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Procédure :
Le protocole est décrit par Bougatef et al [119]:

Une quantité de 0.5mg de  caroténe a été mélangée avec 1 ml de chloroforme, puis 2.5 pl d’acide
linoléique et 200mg de Tween 40 ont été ajoutées a la solution (P caroténe-chloroforme). Le chloroforme a
été évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif a 40 °C, ensuite 100 ml d’eau distillée saturée en oxygene ont
été ajoutées au mélange. Un volume de 0,5 ml de chaque solution éthanoique des extraits de la propolis ou
I’antioxydant de référence BHT) a été¢ mélange avec 2,5 ml de ’émulsion acide linol€¢ique/Tween40/3
carotene, le mélange a été incubé au bain mari a 50 °C pendant 2h ,I’absorbance a été mesurée a 470 nm ,la
premicre lecture de I’absorbance des extraits a été faite toute suite avant I’incubation a t=0 min , ensuite a
des intervalle de 15 minutes jusqu’a t= 120 min. Un contrdle négatif contenant 0,5 ml de 1’eau distillée au

lieu de I’extrait a été effectué en parall¢le.

Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule ci-dessous :

% d’inhibition = [1- (Ato min-At120 min) échantillon/ (Atomin-At120min) Controle négatif] X100.
Avec :
Awomin : Valeur d’absorbance du p-caroténe en présence du composé (extrait) a t=0 minutes.
At120min : Valeur d’absorbance du -caroténe en présence du composé (extrait) a t=120minutes.

1. Evaluation de P’activité antimicrobienne et antifongique par des tests in vitro :

I1.1. Test antimicrobien et antifongique :

L’évaluation de I’activité antimicrobienne et antifongique a été réalisée par la méthode de diffusion a partir

d’un disque de papier de Wattman.

11.1.1. Méthode des disques (méthode de diffusion sur gélose ou I’antibiogramme) :

» Préparation de ’inoculum :
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Toutes les suspensions bactériennes ont été préparé dans des tubes de 5 ml d’eau physiologique par une

dilution d’une ou deux colonies de bactérie ou de levures, ensuite les tubes a essai ont été placés dans un
vortex pour bien homogénéiser le milieu de culture, puis la charge de chaque tube a essai a été mesuré a
I’aide d’un densitométre ((DEN-1) Mc Ferland Densitometer Grant-bio) et ’opacité (turbidité) doit étre

équivalente a 0.5 Mc Ferland.

» L’ensemencement des souches :
Les différents extraits de la propolis ont €té solubilisés dans le DMSO a une concentration de 20 mg/ml et
les souches ont été ensemencées sur des boites de pétri contenant de la gélose de Sabouraud pour les
levures et la gélose Muller Hinton pour les bactéries. L’ensemencement de chaque inoculum a été réalisé en
frottant la surface de la boite a pétri qui contient la gélose a I’aide des écouvillons stériles trempés dans la
suspension bactérienne, la surface gélosée doit étre ensemencée de bas en haut ,cette opération a été répétée
trois fois en tournant la boite a 60° a chaque fois, ensuite des puits (des disques de papier de Wattman
stériles de 6mm de diameétre) ont été placés dans les boites a pétri et imbibés de 20ul de la solution d’extrait
a I’aide d’une micropipette, I’ensemble a été incubé pendant 24h a 37°C ,apres I’incubation le diamétre

d’inhibition a été mesuré¢ a I’aide d’une regle graduée, le diametre est exprimé en millimetre (mm).

Boite Pétri

Souche test

Milieu de culture

Disque imbibé d’"HE

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 66: La méthode des disques (I'antibiogramme) [120].
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1. Evaluation de ’activité neuroprotective :

I11.1. Activité anti cholinestérase :

L'activité neuroprotective a été évaluée par l'inhibition des enzymes Ache (Acétylcholinestérase) et BChe
(Butylcholinestérase) selon la méthode de Bensaad et al [121].

Procédure :

Brievement, un mélange de 150 pL de tampon phosphate de sodium (100Mm, pH 8), 10 d'extraits a

différentes concentrations (dilués dans I'éthanol) et 20 uL d'AChE (5,32 x 10-3 U) ou de BChE (6,85 x 10-

3 U) ont été préparés et incubés a 25 °C pendant 15 minutes. Ensuite, 10 pul de DTNB (0,5 Mm) ont été

ajoutés, apres l'ajout de 10 ul d'acétylthiocholineiodide (0,71 mM) ou de 10 ul de chlorure de

butyrylthiocholine (0,2 mM), la réaction a démarré. L'absorbance a été lue a 412 nm par un lecteur de

microplaques a 96 puits. La galantamine a été utilisée comme étalon.

Le pourcentage d'inhibition des enzymes AChE ou BChE a été déterminé a l'aide de la formule suivante :
(E-S)/Ex100

Avec :

E : l'activite de I'enzyme sans les échantillons testes

S : l'activité de I'enzyme avec les échantillons testés.

IV. Evaluation de ’activité immunostimulante :
Procédure :

Les lymphocytes ont été isolés a partir du sang d’un donneur sain par centrifugation (400g pendant 40
minutes) sur un gradient de densité Histopaque 1077. Les lymphocytes ont été recueillis a I’interface du
plasma et de I’histopaque, puis lavés dans un milieu de culture RPMI 1640. Aprés comptage cellulaire, les

cellules ont été resuspendues dans RPMI 1640 a une concentration de 4 10 cellules/ml. Des aliquotes de 4
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cellules 10 ont été cultivées en triple dans des microplaques avec un milieu RPMI complété d’un tampon
HEPES de 25 mM, de sérum foetal pour veau inactivé a 10 %, de 2 mM de I-glutamine, de 5,9 10 M de 2-
mercaptoéthanol, de 100 Ul/ml de pénicilline, et 100 pg/ml de streptomycine, en présence de 5 pg/ml du
mitogéne Concanavalin A. Les cultures ont été incubées a 37 °C dans une atmosphere humidifiée a 5 % de
CO pendant 48 heures [122]. Pour évaluer les effets des extraits de propolis éthanoliques, on a traité les
lymphocytes avec différentes concentrations d’extraits d’EEP (0,25 mg/mL, 0,50 mg/mL, 1 mg/mL, 2
mg/mL). Apres incubation, les cellules ont été lavées avec RPMI 1640 et la viabilité et la prolifération ont
été évaluées par le test MTT, la prolifération des lymphocytes a été estimée par I’indice de stimulation (SI)

en utilisant la formule suivante :

Sl = [(absm-abss)/absns] x 100
Avec :
Sl : I’indice de stimulation.

Abs v : absorbance du mitogéne.

Abs s: absorbance des cellules stimulées a blanc.

Abs ns : absorbance des cellules non stimulées a blanc.
Marqueurs oxydants/antioxydants des lymphocytes :

Apres 48 heures d’incubation, de collecte et de lavage des cellules, les lymphocytes ont été resuspendus
dans un tampon de phosphate (pH 7,0), centrifugés a 15.000 x g pendant 20 minutes. Les fractions
surnageantes ont ensuite été aliquotées pour évaluer les marqueurs redox intracellulaires .Les
malondialdéhyde des lymphocytes (MDA, marqueur de peroxydation lipidique) et les protéines carbonylées
(CARP, marqueur d’oxydation protéique) ont été déterminées par des méthodes spécifiques utilisant

respectivement 1’acide thiobarbiturique ou la réaction de 2,4-dinitrophényl hydrazine.

Les teneurs en glutathion réduit par lymphocytes (GSH) ont été estimées par la méthode colorimétrique
basée sur le taux de formation d’acide 2-nitro-5 thiobenzoique apres réduction médiée par GSH de I’acide

5,5-dithiobis-2-nitrobenzoique.
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L’activité de la catalase des lymphocytes a été évaluée par la méthode spectrophotométrique basée sur le
taux de décomposition du peroxyde d’hydrogéne médié par la catalase (H202, 35 mM) a 240 nm. La
libération d’oxyde nitrique NO a été déterminée par la méthode Griess a 1’aide du kit de dosage d’oxyde

nitrique.
2. Résultats et discussion :
I. Détermination des 1Cso des extraits pour P’activité antioxydante :

Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des droites tracées, pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testées. Plus IC50 est petites, plus
I’antioxydant a une activité plus importante, I’étude de I’activité antioxydante nous permet de sélectionner
I’extrait le plus actif. Les concentrations inhibitrices médianes (ICso) pour chaque extrait en utilisant les

deux meéthodes sont regroupées dans le tableau suivant et sont exprimées en pg/ml :

1Cs0 pg/ml 1Cs0 pg/mi
Echantillons

DPPH p-caroténe
EPB 58.24+0.41 16.91+0.10
EPA 55.89+0.22 16.65+0.10
EPI 53.76+0.19 16.12+0.10
EPE 54.76+0.10 16.52+0.10
EPT >200 >200

Acide ascorbique 48.00£0.19 /

BHT / 1.79+ 0.37

Tableau 24 : ICsode I'activité antioxydante des extraits.

Tous les extraits ont montré une activité antioxydante, les 1Cso des différents extraits testés avec la solution

de DPPH varient de 53,76 a 232ug/ml, selon les résultats obtenus, I’extrait de propolis de la région de

Chouli EPI est considéré comme I’extrait le plus actif avec ICso =53,76pg/ml, suivi par I’extrait d’Elourit
EPE, de Chetouan EPA et de Benisnous EPB avec 1Cs0=54,76g/ml 55,89ug/ml 58,24pg/ml,
respectivement, 1’extrait de propolis de la région Terny EPT a montreé le plus faible pouvoir antiradical avec
une 1Cso >200ug/ml. L’acide ascorbique a été utilisé comme standard, montrant une activité anti-radicalaire
autour de 48 pg/ml, I’acide ascorbique était plus actif que tout extrait de propolis, les résultats du tableau

indiquent que I’extrait de propolis de la région de Chouli EPI, est considéré comme le plus actif des quatres
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autres extraits et en méme temps il a une activité antioxydante inférieure a celle de 1’acide ascorbique.
Boufadi et al ont testé ’activité antioxydante de I’extrait éthanoique de propolis de Tigzit et ’extrait a
montré une activité anti radicalaire significative avec 1Cso entre 19,4 et 16,3ug/ml [123], Bouaroura et al
ont également évalué I’activité antioxydante par DPPH de la propolis collectée dans certaines régions
d’Algérie, les extraits ont montré un pouvoir anti radical impressionnant avec une I1Cso entre 10,03 et
17ug/ml [124], ces extraits sont plus actifs que ceux collectés pour notre eétude. Béji-Srairi et al ont évalué
I’activité anti radicalaire des extraits de propolis éthanoiques tunisiennes, les valeurs ICso se situaientt entre
244 et 616 pg/ml [106].

Concernant les résultats de I’activité antioxydante par la méthode d’oxydation de 1’acide linoléique, la
meilleure activité a été obtenue par I’extrait de propolis de la région de Chouli EPI avec une ICso=
16,12ug/ml, ’extrait de la propolis de la région de Terny a marqué une 1Cso > 200 pg/ml ¢’est-a-dire la
plus faible activité antioxydante par rapport aux autres extraits, le BHT a été utilisé comme réference,
enregistrant une 1Cso = 1,79 pg/ml, ’extrait de la région de Chouli EPI est considéré comme 1’extrait le plus

actif, a une 1Cso supérieure a celle du BHT ce qui signifie une activité antioxydante plus faible que le BHT.

Bouaroura et al ont évalué la capacité d’inhibition de la peroxydation lipidique par le test de blanchiment
du B-carotene de certains échantillons de propolis algérienne, les valeurs 1Cso obtenues sont comprises entre
11,34 et 40,38ug/ml [124], nos résultats sont meilleurs que ceux rapportés par Beji-Srairi et al de la
propolis Tunisienne qui ont des 1Cso allant de 1300 a 2000 pg/mL [106].En se basant sur les résultats de
notre étude et les travaux déja réalisés sur ’activité antioxydante des extraits de la propolis, nous avons
constaté que I’activité antioxydante semble étre influencée par le contenu en polyphénols et flavonoides,
nos résultats sont en accord avec la littérature, plusieurs études ont montré que la propolis est largement
influencée par le taux des polyphénols et de flavonoides, plus I’extrait est riche en composés phénoliques

plus I’activité antioxydante est meilleure [124].

Les résultats obtenus par la méthode de DPPH sont en corrélation avec ceux de la méthode d’oxydation de
I’acide linoléique, nous avons observé que 1’extrait de la propolis de la région Chouli EPI a montré la
meilleure activité antioxydante par les deux méthodes et I’extrait de la propolis de la région de Terny a
marqué la plus faible activité antioxydante que se soit par le test DPPH ou la méthode d’oxydation de

I’acide linoléique.
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Test qualitatif par une solution de DPPH (HPLTC bio-autographique) :

Dans le but de confirmer le pouvoir antioxydant des fractions isolées des extraits de propolis par colonne
chromatographique, un test qualitatif a été réalis¢, c’est un test antioxydant qui nécessite une pulvérisation
des plaques CCM par une solution méthanoique de DPPH (0.004%) qui permet de visualiser des taches
jaunes. Apres la pulvérisation des plaques CCM nous avons observé I’apparition de la couleur jaune dans
les plaques CCM de quelques fractions, qui signifie un piégeage des radicaux libres, c’est-a-dire ces
fractions contiennent des composés qui ont un pouvoir antioxydant, ce qui nous a permis de sélectionner les

bonnes fractions pour passer a une autre séparation pour isoler des composes purs.

Il. Détermination du diamétre d’inhibition des extraits pour I’activité antibactérienne et
antifongique :

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

E.Coli P.aeruginae  S.aureus E.feacalis K.pneumoniae Cand10231 Cand2679
EPB 6 8 15 12 8 9 6
EPI 7 9 25 13 8 9 7
EPA 7 8 21 13 8 9 6
EPE 6 8 25 12 8 9 6
EPT = 6 7 7 6 6 -

Tableau 25: Diametre d'inhibition de la croissance microbienne exprimé en mm.

Les quatre extraits éthanoiques (EPB, EPI, EPA et EPE) ont montré une activité antibactérienne contre
toutes les bactéries testées et nous ous avons constaté que nos extraits avaient une bonne activité
antibactérienne, en particulier contre les bactéries a Gram positif (S.aureus et E.faecalis ), le diametre
d’inhibition variait de 7 a 25mm pour S.aureus suivi par E.faecalis avec un diameétre variant de 7mm a 13
mm, K. pneumoniea (6mm a 9 mm), E.coli (6mm a 7 mm), Candida Albicans ATCC 10231 (6mm a 9 mm)
et Candida Albicans ATCC2679 (6mm a 7 mm). Les meilleures activités antibactériennes ont été observées
par EPI et EPE contre S.aureus avec DI= 25mm, ce potentiel antimicrobien élevé pourrait étre lié a leur
valeur élevée de polyphénols et flavonoides et ’extrait éthanoique de propolis de la région de Terny

présentait une faible activité antibactérienne il n’était actif que contre S.aureus, P.aeruginae, K.pneumoniae
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et Candida Albican ATCC 102321, cette faible activité pourrait étre liée a ses faibles niveaux de
polyphénols et de flavonoides.

Quatre échantillons de propolis ont été prélevés dans quatre régions d’ Annaba, leur activité antibactérienne
a été évaluée, les résultats obtenus ont montré que tous les extraits éthanoliques inhibaient toutes les
souches bactériennes avec un diamétre d’inhibition variant entre 9mm et 12 mm pour S.aureus,
P.aeruginae (7mm a9 mm) et E.coli (8mm & 9mm) [125], nos résultats ont montré que nos échantillons de
la propolis récoltée dans différentes régions de Tlemcen semblent tres efficaces contre les souches
pathogénes S.aureus et E.coli par rapport a ceux des régions d’ Annaba.

La propolis possede une importante activité antimicrobienne contre les bactéries a Gram positives et les
levures, elle a montre une activité antibactérienne contre Entercoccus sp, Escherichia Coli, et surtout
Staphyloccus aureus en raison des acides phénoliques et les flavonoides présents dans la propolis qui sont
considérés comme des molécules pharmacologiquement actives ayant un effet sur les champignons, les
virus et les bactéries [126][127]. Nos resultats sont en accord avec ceux de la littérature, qui montrent que
les extraits de la propolis ont une meilleure activité contre les bactéries a Gram-positives que contre les

bactéries a Gram-négatives.

M. Détermination des I1Cso pour ’activité anti cholinestérase :
L’activité anti cholinestérase des extraits éthanoiques de la propolis de Tlemcen a été évaluée a I’aide de
deux méthodes : I’analyse de I’inhibition de I’activité inhibitrice de I’acétyle cholinestérase AchE et de la
butyl cholinestérase BchE, les résultats sont représentés dans le tableau suivant (Tableau 21) et Galantamin

a été utilisé comme médicament standard.
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Samples 1Cso pg/mli
AchE BchE
inhibition inhibition
EPB 55.73+0.31 5.36 +1.11
EPA 47.87+0.41 4,72 +0.80
EPI 38.23+0.27 4.03+1.12
EPE 49.16+0.20 4,59 +0.70
EPT Na Na
Galantamin 6.27+1.15 34.75 +1.99

Tableau 26: 1C50 de I'activité neuroprotective des extraits.

Na : pas d’absorbance.
Galantamine : référence.

Les valeurs des ICso des extraits éthanoiques de la propolis pour I’inhibition d’AChE variaient de 38,23 a
55,73 pg/ml et pour I’inhibition de BChE, les valeurs de la 1Csg allaient de 4,03 a 5,36 ug/ml, d’apreés les
résultats obtenus, les valeurs ont montré que les extraits éthanoiques de propolis provenant des régions de
Chouli EPI, Chetouan EPA, Benisnous EPB, Elourit EPE et Galantamin inhibent 1’activité AchE et
BchE,nous avons constaté que la propolis de la région de Terny EPT ne montrait aucune inhibition des
deux enzymes, ce qui indique qu’elle n’a pas d’activité anti-cholinestérase. Les extraits éthanoiques d’EPI,
EPE, EPA et EPB ont montré une activité inhibitrice moindre contre AChE par rapport a la Galantamin
(1C50=6,27ug/ml), au méme temps ces échantillons ont montré une activité inhibitrice plus élevée contre
BchE, encore supérieure a celle de la Galantamin (1Cso=34,75ug/ml). L’extrait de la propolis de la région
de Chouli EPI a montré la meilleure activité contre AchE et BchE, cette activité élevée pourrait étre liée sa
teneur élevée en polyphénols et flavonoides. Les valeurs d’ICso des extraits éthanoiques d’Egypte se sont
situées entre 360-600ug/ml contre AchE [128], la comparaison de nos résultats avec ceux rapportés dans
la littérature sur la propolis égyptienne, suggére que notre propolis a une meilleure activité inhibitrice
contre I’enzyme AChE.

IV. Effets de la propolis sur la prolifération des lymphocytes :

Les résultats de la réponse proliférative cellulaire (indice de stimulation SI) des lymphocytes des différents

extraits de la propolis sont présentés dans le tableau 22 :
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EEP-EPB EEP-EPA EEP-EPI EEP-EPE

Con A 175.68 + 25.34¢  175.68 + 25.34¢ 175.68 + 25.34° 175.68 + 25.34"
Con A +0.25 189.24 + 22" 185.44 + 26,75 220 +23.64°¢ 204 +21.87¢
mg EEP/mL
Con A + 0.50 198.65 + 20.51° 192.47 +21.47° 243.66 + 20.74° 240.33 + 20.08"
mg EEP/mL
ConA+1mg  235.33+2244% 228 +20.62° 365 +30.21 2 344 + 28.75°2
EEP/mL
ConA+2mg  100.98 +28.54¢ 89.31+22°¢ 105.33 +35.07¢ 101.85 + 30.26¢
EEP/mL
P ANOVA <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Tableau 27: Réponse proliférative cellulaire (indice de stimulation SI) des lymphocytes a différentes concentrations des extraits
éthanoliques de la propolis.

Les valeurs représentent la moyenne + SD d'essais en trois exemplaires effectués. Con A : mitogéne concanavaline A
Les comparaisons multiples ont été effectuées par le test ANOVA a sens unique, suivi du test post hoc de Tukey. Les différences

statistiques (P<0.01) ont été représentées par différentes lettres (a, b, ¢, d), la lettre a représentant la valeur la plus élevée.

Les cellules témoins exposées a la Con A (facteur mitogene) seule présentaient un indice de stimulation de
base d'environ 175,68. Au fur et a mesure que les concentrations en extrait éthanoique de la propolis
augmentaient (de 0,25 mg/mL a 1 mg/mL), I'indice de stimulation SI augmentait généralement pour les
quatres extraits étudiés. L'indice de stimulation le plus élevé a été enregistré avec 1 mg/mL d'extrait
éthanoique de la propolis, ce qui montre une réponse proliférative lymphocytaire plus forte pour tous les
types de propolis. Entre 0,25 mg/mL et 1 mg/mL, les extraits de propolis EPI (Chouli) et EPE (Elouret) ont
entrainé une plus forte activation de la prolifération lymphocytaire que les extraits EPB(Benisnous) et
EPA(Chetouan). Cependant, a 2 mg/mL, il y a eu une diminution marquée de la prolifération des
lymphocytes, ce qui suggére un effet inhibiteur potentiel a des concentrations plus élevées, quel que soit
I'extrait de propolis.

Notre présente étude a démontré que les extraits éthanoiques de propolis (EEP) des différentes régions de la
wilaya de Tlemcen modulent la prolifération des lymphocytes et les défenses antioxydante de maniére
dose-dépendante. Nos résultats indiquent que nos échantillons, dans une gamme de concentrations de 0,25 a
1 mg/mL, augmente la prolifération des lymphocytes, la protection oxydative et la défense antioxydante,
avec des réponses optimales observées a 1 mg/mL. Plus précisément, l'indice de stimulation des

lymphocytes a augmenté progressivement de 0,25 a 1 mg/mL d'EEP pour les quatre extraits de propolis
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testés, ce qui suggere que I'EEP peut favoriser l'activation des cellules immunitaires. Il a été demontré que
la propolis induit la production de la cytokine IL-2 dans les lymphocytes, stimulant ainsi I'activation des
cellules T.5 Cependant, a une concentration élevée (2 mg/mL), nous avons observé une diminution
marquée de la prolifération, ce qui indique que la propolis peut exercer un effet inhibiteur sur l'activité des
lymphocytes. Cette réponse biphasique est en accord avec d'autres résultats qui ont montré que la faible
concentration de propolis a un effet stimulant sur la réponse immunitaire des lymphocytes T, tandis que la
forte concentration induit des cellules apoptotiques [129].

Effets in vitro de sur le statut redox des lymphocytes :

La figure 75 et le tableau 28 présentent les marqueurs du stress oxydatif intracellulaire dans les
lymphocytes exposes a différentes concentrations d'extraits éthanoiques de propolis. Les niveaux de
malondialdéhyde (MDA) et de protéines carbonylées (CARP) des lymphocytes ont généralement diminué a
mesure que la concentration des extraits éthanoiques de la propolis augmentait jusqu'a 1 mg/mL, ce qui
indique une réduction de la peroxydation des lipides et de lI'oxydation des protéines, quel que soit
L’extrait de propolis. Cependant, a 2 mg/mL, les niveaux de MDA et de CARP augmentent de maniere
significative, suggérant que le stress oxydatif peut augmenter a des concentrations plus eélevées d'EEP. Les
extraits de propolis EPI et EPE ont entrainé des dommages oxydatifs plus importants a cette concentration
plus élevée que les extraits EPB et EPA. La libération de monoxyde d'azote par les lymphocytes a diminué
a mesure que la concentration d'EEP augmentait jusqu'a 1 mg/mL, quel que soit I'extrait de propolis, a
2mg/mL les niveaux d'oxyde nitrique augmentent significativement pour tous les extraits, a cette
concentration élevée, I'EPI et I'EPA ont induit la plus forte libération d'oxyde nitrique par les lymphocytes.
Les niveaux de glutathion réduit (GSH) des lymphocytes et I'activité de la catalase ont augmenté avec
l'augmentation de la concentration des extraits de la propolis, atteignant un pic a 1 mg/mL, indiquant une
défense antioxydante renforcée, quel que soit I'extrait de propolis. Cependant, a 2 mg/mL, les niveaux de
GSH et l'activité catalase ont diminué de maniére significative, suggérant une réduction de la capacité

antioxydante a des doses plus élevées.
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EPE EPC EPB EPA

MDA (nM/10° cells)
Con A 3.75+0.38 3.75+£0.38 3.75+£0.38 3.75+£0.38
Con A + 0.25 mg 3.69+0.21 3.54+£0.34 3.77 £0.37 3.66 +0.29
EEP/mL
Con A + 0.50 mg 3.49+0.27 3.36 £0.23 3.39+0.21 3.32+0.32
EEP/mL
Con A+ 1mgEEP/mL | 219+0.19 2.21+0.24 2.34 +0.36 2.41+0.12
Con A+2mgEEP/mL | 5.78+0.30 5.41+0.27 455+0.31 4.66 +0.28
CARP (nM/10° cells)
Con A 2.88+0.25 2.88+0.25 2.88+£0.25 2.88 +0.25
Con A +0.25 mg 2.98 £ 0.35 2.89+0.23 2.87 £0.32 2.85+£0.34
EEP/mL
Con A +0.50 mg 2.53+0.22 2.55+0.16 2.61+£0.11 2.58+£0.19
EEP/mL
Con A+1mgEEP/mL | 214+0.23 2.11+£0.13 2.19+£0.19 2.20+0.11
Con A +2mg EEP/mL | 3.66+0.21 3.54+ 0.25 3.87£0.22 3.95+0.19
GSH (nM/10° cells)
Con A 22.63 +1.58 22.63 +1.58 22.63 +1.58 22.63 +1.58
Con A +0.25mg 33.45+1.32 30.22+1.21 26.34+1.20 2755+1.11
EEP/mL
Con A +0.50 mg 45.66 + 1.56 47.43 +1.32 35.88+1.21 38.79+1.19
EEP/mL
Con A+ 1mgEEP/mL | 50.15+1.33 53.55+1.31 4278 +1.34 44.78+ 1.26
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Catalase (U/10° cells)

Con A +0.25mg 46.98+ 2.08 45.76 £2.01 43.65+1.98 42.76 £1.09
EEP/mL

Con A+1mg EEP/mL | 60.78 +2.06 58.89+2.11 48.15+1.09 47.89+1.94

Nitric oxide release
(NM/10° cells)

Con A +0.25mg 21.98+1.65 2247 +1.75 24.24 £1.27 2432+1.12
EEP/mL

Con A+1mg EEP/mL | 16.15+1.43 15.56 +1.05 19.09+1.21 19.22 £1.13

Tableau 28 : Marqueurs de stress oxydatif intracellulaire des PBMC en présence de différentes concentrations d'extraits
d'éthanol de la propolis.
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Figure 67: Marqueurs de stress oxydatif et marqueurs antioxydants des lymphocytes exposés a différentes concentrations
d'extraits éthanoiques de propolis.
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Les valeurs représentent la moyenne + SD d'essais en trois exemplaires. Les comparaisons multiples ont été effectuées par le test
ANOVA a sens unique, suivi du test post hoc de Tukey. Les différences statistiques (P<0.01) ont été représentées par différentes

lettres (a, b, ¢, d), la lettre a représentant la valeur la plus élevée.

Les marqueurs du stress oxydatif : le malondialdéhyde (MDA) et les protéines carbonylées (CARP) ont
généralement diminué & mesure que les concentrations des extraits éthanoiques de la propolis augmentaient
jusqu'a 1 mg/mL, quel que soit le type de la propolis, cette réduction indique un effet protecteur contre la
peroxydation des lipides et I'oxydation des protéines, contribuant probablement a I'amélioration de la
fonction lymphocytaire a des concentrations modérées. Cependant, a 2 mg/mL, les niveaux de MDA et de
CARP ont augmenté de maniere significative, en particulier dans les extraits EPI et EPE, ce qui suggere
que des concentrations plus élevées des extraits de la propolis peuvent induire un stress oxydatif, ceci est
coherent avec la nature biphasique observée dans d'autres extraits de plantes, ou les effets antioxydants
prédominent a des concentrations plus faibles mais passent a des effets pro-oxydants a des doses plus

élevées. L'effet paradoxal de doses plus élevées ou plus faibles dantioxydants est bien documenté [130] .

Des données antérieures confirment que les composants de la propolis peuvent avoir des propriétés a la fois
pro-oxydantes et antioxydante [131].En outre, les défenses antioxydante des lymphocytes, représentées par
les niveaux de glutathion réduit (GSH) et l'activité de la catalase, ont atteint leur maximum a 1 mg/mL des
extraits éthanoiques de la propolis, confirmant une protection accrue contre les dommages oxydatifs.
Comme pour la prolifération, ces marqueurs antioxydants ont diminué a 2 mg/mL, ce qui suggére une
limite supérieure aux effets bénéfiques des EEP sur les systémes antioxydants cellulaires. Ces résultats
impliguent que la propolis exerce un effet hormétique, ou des doses faibles a modérées sont bénéfiques,
mais des doses plus élevées peuvent dépasser la capacité antioxydante cellulaire. 1l existe de nombreux

rapports concernant le potentiel antioxydant de I'extrait d'éthanol de la propolis. Compte tenu de nos
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résultats et des résultats précédents, il est possible d'affirmer que I'activité antioxydante de la propolis est
corrélée a son profil phytochimique, en particulier les polyphénols et les flavonoides [133][134][135][136].
Plusieurs composés bioactifs de la propolis ont montré une réponse diphasique a la dose et sont considérés
comme des composés hermétiques, ce qui suggere que les composés phénoliques peuvent avoir des effets a

la fois antioxydants et pro-oxydants en fonction de la concentration, ce qui confirme nos résultats [137].
Les doses plus élevées de composés poly phénoliques ont eu des effets pro-oxydants, potentiellement dus a
l'autoxydation des polyphénols ou a une surcharge cellulaire des défenses antioxydante.

La diminution de la libération d'oxyde nitrique (NO) a des concentrations allant jusqu'a 1 mg/mL suggere
une réduction des mediateurs inflammatoires, ce qui soutient le potentiel anti-inflammatoire de la propolis a
des doses modérées. En revanche, l'augmentation des niveaux de NO & 2 mg/mL, notamment avec les
extraits d'EPI et d'EPA, indique un changement pro-inflammatoire, cohérent avec l'augmentation du stress
oxydatif a cette dose plus élevée. 11 a eté démontré que les extraits de propolis diminuent I'oxyde nitrique
synthase inductible (NOS) et la production de NO liée a l'inhibition de la voie NF-Kb[138].

Partie I1I. Etude comparative de I’activité biologique des extraits de la propolis et le complexe
propolis/B-cyclodextrine

Dans cette partie, nous avons préparé des complexes d’inclusion de I’extrait éthanoliquede la propolis de
différentes régions de la wilaya de Tlemcen en B-cyclodextrine et évaluer leur activité antioxydante a I’aide
de deux méthodes (test de blanchiment du B-caroténe et DPPH et) et étudié I’effet de la combinaison de ces
complexes d’inclusion contre les souches pathogénes : E.Coli, P.aeruginae, S.aureus, E.feacalis,
K.pneumoniae, Cand10231 et Cand2679 par la méthode de diffusion du disque.

Nous avaons déja décrit les protocoles d’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne dans la

partie précédente.
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1. Matériels et méthodes :

Préparation des complexes d’inclusion extrait-Cyclodextrine en mode solide :

Dans cette étude, I’extrait sec éthanoique de propolis a été utilisé pour préparer un mélange physique a
rapport massique 1:1 avec la B-cyclodextrine, le mélange physique a été pétri pendant une heure avec un
pilon pour obtenir une péte, deux gouttes d’éthanol ont été ajoutées pour homogénéiser le mélange, et le
mélange a été stocké a la température ambiante loin de la lumiere jusqu’a I’évaluation de I’activité

biologique.
Le choix d’un rapport massique 1:1 (extrait de propolis / B-cyclodextrine) pour la préparation des
complexes d’inclusion a été guidé par plusieurs considérations issues de la littérature (plusieurs études ont

utilisé un rapport massique 1:1 pour la complexation d’extraits de propolis avec la f-cyclodextrine).

D’une part, la B-cyclodextrine possede une cavité hydrophobe de dimension adaptée a 1’encapsulation de

molécules aromatiques de type flavonoides et acides phénoliques, dont le poids moléculaire est
généralement compris entre 250 et 350 g/mol, un rapport 1:1 est classiquement utilisé pour assurer une
complexation steechiométrique lorsque I’hote et I'invité sont de tailles compatibles.

D’autre part, plusieurs études antérieures sur la complexation d’extraits naturels (propolis, polyphénols de
plantes) avec la B-cyclodextrine ont rapporté que le rapport 1:1 permet d’obtenir un bon équilibre entre

efficacité d’encapsulation et activité biologique résiduelle.

Nous considérons ce rapport comme un point de départ. Une optimisation plus fine (par exemple par des
rapports 1:2 ou 2:1) pourrait étre envisagée dans des etudes ultérieures pour améliorer encore I’activité
biologique

Notre objectif principal était de comparer I’activité biologique des extraits de propolis seuls versus sous

forme de complexes, le choix d’un rapport 1:1 permet de :

v’ Standardiser la préparation des complexes pour ’ensemble des cinq extraits.

v" Observer un éventuel effet de la complexation (diminution ou augmentation de ’activité) sans biais
lié a un excés massif de cyclodextrine.

v" Proposer une formulation de base pouvant faire ’objet d’optimisations ultérieures (variation du

rapport, type de cyclodextrine, méthode de préparation).
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2. Reésultats et discussion :

l. Résultats de ’activité antioxydante des complexes d’inclusion extrait EPE/p-

Cyclodextrine :
Les résultats de I’activité antioxydante par le test de blanchiment du -caroténe et DPPH sont présentés

dans le tableau ci-dessous :

Complexe I1Cso (g/ml) Extraits de la
d’inclusion propolis
DPPH f-carotene DPPH p-carotene (référence)
EPB/B-CD 67.63 2847 58.24 16.91 EPB
EPA/B-CD 63.62 2736  55.89 16.65 EPA
EPI/B-CD 62.50 26.12 53.76 16.12 EPI
EPE/B-CD 62.99  26.22 54.76 16.52 EPE

Tableau 29: Les valeurs d'IC50 des extraits de propolis et des complexes d’inclusion EEP/S-CD.

Selon les résultats obtenus par la méthode DPPH et B-caroténe, tous les échantillons ont montré une activité
antioxydante. Concernant les complexes d’inclusion préparés a partir des extraits éthanoigues de la propolis
avec la B-cyclodextrine, les valeurs de I’'ICsp variaient entre 62,50ug/ml et 67,63pug/ml, le complexe
d’inclusion EPI/B-CD ayant montreé la meilleure activité

(ICs0 = 62,50pg/ml suivi par EPE/B-CD, EPA/B-CD et EPB/B-CD (62.99, 63.62 et 67.63pug/ml,
respectivement).

La meilleure activité antioxydante par la méthode du blanchiment du -caroténe a été obtenue par le
complexe EPI/CD avec 1Cs0=26,12ug/ml, suivi par les complexes EPE/B-CD, EPA/B-CD et EPB/B-CD
avec ICso= 26,22, 27,36 et 28,47 pug/ml, respectivement, les résultats sont en corrélation avec ceux obtenus
par la méthode du DPPH.

En comparant les résultats des extraits éthanoiques EEP avec ceux des complexes

d’inclusion, nous avons observé une augmentation des valeurs de I’'IC50 qui signifie une diminution de
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I’activité antioxydante.Selon la littérature I’activité antioxydante des extraits de propolis et des extraits de
Propolis encapsulés dans la B-cyclodextrine a été évalué, ’extrait de propolis avait d’excellentes propriétés
antioxydante (absorbance relative du résidu <10%) avec un taux de réaction relativement plus élevé, par
rapport aux EEP/B-CD qui avaient un taux de consommation de DPPH plus faible, probablement en raison

de la libération moindre de flavonoides provenant de la cavité de la B-cyclodextrine [138]. Cette diminution
peut s’expliquer par le mécanisme méme de la complexation, la B-cyclodextrine, grace a sa cavité

hydrophobe, encapsule les molécules bioactives, cette inclusion réduit temporairement la disponibilité des
groupements fonctionnels actifs, qui sont essentiels pour le piégeage des radicaux libres, En d’autres
termes, les molécules antioxydantes deviennent moins accessibles au radical DPPH® ou aux especes

radicalaires générées lors de la peroxydation de 1’acide linoléique.

. Résultats de ’activité antibactérienne et antifongique des complexes d’inclusion

extrait EPE/B-Cyclodextrine

Apreés incubation de 24 heures a 37 °C, nous avons obtenu les résultats suivants comme indiqué dans le

tableau :
Diamétre d’inhibition (mm) des échantillons ID
Extraits de la propolis Complexes d’inclusion EEP/B-CD
(Réference)
Souches EPB EPA EPI EPE 8- EPB/p- EPA/p- EPI/B- EPE/p-

bactérienne ChD CD CD CD CD
E.coli 6 7 7 6 NI 6 6 6 6
P.aeruginae 8 8 9 8 NI 6 6 6 6
S.aureus 15 21 25 25 NI 10 16 18 17
E.feacalis 12 13 13 12 NI 8 8 9 8
K.pneumonia 8 8 8 8 NI 6 6 6 6
Cand10231 9 9 9 9 NI 6 6 6 6
Cand 2679 6 6 7 6 NI 6 6 6 6

Tableau 30: Le diametre d'inhibition des extraits et complexes extraits/s-CD.

NI : pas d’inhibition
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Les complexes d'inclusion EEP/B-CD ont montré une activité antibactérienne plus élevée contre S.aurus,
une inhibition modeérée contre (E.feacalis) et une faible activité antibactérienne et antifongique contre les
bactéries gram-négatives (E.coli, K.pneumoniae et P.aeruginae) et les levures (Candida Albican10231 et
Candida Albican2679). En comparant les résultats des extraits de propolis EEP et des complexes
d’inclusion EEP/B-CD présentés dans le tableau, nous avons constaté une diminution des diamétres
d’inhibition, qui prouve que la complexation de propolis avec la B-cyclodextrine diminue I’activité
antibactérienne et antifongique.

Une étude a été realisée par Moreira et al, ils ont évalué I’activité antimicrobienne et antifongique de
I’extrait éthanoique de la propolis EEP et du complexe de propolis/ B-CD, contre les souches orales (S.
aureus, S. epidermidis, S. mutans et C. albicans), les résultats ont montré que le complexe propolis/ B-CD
était tres actifs contre S.aureus, S.epidermidis, S.mutans et C.albicans, avec des concentrations inhibitrices
minimales (CMI) entre 32 et 256 ug/mL, ’extrait de propolis rouge seul a montré la meilleure activité
contre toutes les souches microbiennes avec CMI entre 8 et 64 pg/ml [139]. Notre étude actuelle et celle de
Moreira montrent que la complexation de la propolis avec la B-cyclodextrine diminue son activité

antibactérienne, la f-cyclodextrine n’a pas montré une activité antibactérienne et antifongique.

La B-cyclodextrine, grace a sa cavité hydrophobe, forme des complexes d’inclusion avec les composés

antibactériens majoritaires de la propolis, notamment les flavonoides (chrysine, pinocembrine,
pinobanksine) et les acides phénoliques. Cette encapsulation a deux conséquences immédiates sur I’activité
antibactérienne, les sites fonctionnels responsables de I’interaction avec la paroi bactérienne, sont
temporairement protégés a I’intérieur de la cavité de la cyclodextrine, ce qui réduit leur disponibilité pour
interagir avec les cibles bactériennes.

En raison de la présence de multiples composants dans la propolis, ses molécules s’engagent en
compétitionpour créer des complexes d’inclusion avec la cyclodextrine, I’encapsulation entraine I’entrée
des molécules dans la cavité, diminuer leur réactivité et leur interaction avec le milieu extérieur par
conséquence une diminution de I’activité biologique, probablement en raison d’une libération plus lente des
composes actifs depuis la cavité de la cyclodextrine, il est important de noter que cette diminution n’est pas
nécessairement un inconvénient, dans une perspective pharmaceutique, une libération prolongée peut étre
recherchée pour maintenir une concentration thérapeutique constante dans le temps, réduisant ainsi la

fréquence d’administration.

112

——
| —



Travail effectué Propolis

Partie IV. Application en médecine buccodentaire :
. Formulation pharmaceutique :

Le but de cette étude est de développer notre propre formulation d’un bain de bouche a base de la propolis
d’origine algérienne.

Il faut bien noter que le matériel utilisé a été bien stérilisé avant la préparation du produit, car la bonne
hygiéne est trés importante pour une meilleure formulation pharmaceutique. Nous avons contrdlé les
caracteéristiques organoleptiques (odeur, pH, couleur, le gout, aspect et homogénéité) une fois par deux
semaine pendant six mois a température ambiante et pendant six semaines a 45°C, le bain de bouche est
conditionné dans une bouteille de 125 ml en verre et en opaque, il doit étre conservé a 1’abri de la chaleur
pour eviter la décomposition des composeés bioactifs de la propolis et les huiles essentielles par les
conditions environnementales (lumiére et chaleur).

Le bain de bouche préparé est sous forme d’une solution liquide de couleur marron foncee, d’odeur
aromatique et agréable et du gout d’'un mélange de citron et de la lavande qui donne une sensation de

Fraicheur dans la cavité buccale.

I.1. Mode de préparation :

Ce bain de bouche classigque est une solution hydro alcoolisée, composé genéralement de propolis et des
huiles essentielles, il va compléter ’action du dentifrice avec son odeur agréable de la propolis il a un
réle rafraichissant qui permet une meilleure santé bucco-dentaire.

Préparation :

Phase A :

Eau distillée

Propolis (poudre) : 4%

Fleurs de la lavande : 3%

Bicarbonate de sodium : 2%

Benzoate de sodium : 0.5%

B- cyclodextrine : 0.5%
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Phase B :
Ethanol 96° : 4%
Huiles essentielles (HE) :

HE de clou de girofle : 0.1%

HE de la lavande : 0.1%

HE de citron : 0.1%

Extrait de propolis : 0.5%

Phase C :
Glyceérine végétale : 10%
Acide lactique : stabilisant du pH, on I’ajoute jsqu’a I’obtention d’un pH neutre (pH=7), dans notre cas
nous avons choisi un pH neutre pour obtenir un bain de bouche prét a I’emploi sans dilution, on peut le
diminuer encore pour obtenir une solution de bain de bouche concentrée a utiliser apres dilution.
Nous avons melangé les ingrédients de la phase A dans un flacon en verre (un erlenmeyer) en agitant la
solution pendant une heure, ensuite nous avons dilué¢ I’extrait de propolis dans 1’éthanol 96°a 40°C nous
avons laissé ce mélange se refroidi, aprés nous avons ajouté les huiles essentielles pour les diluer dans
I’alcool en agitant a I’aide d’un barreau magnétique pendant deux heure pour une bonne
homogénéisation (forte agitation), a la fin nous avons mélange les deux phase A et B ensuite nous
avons ajouté la phase C, nous avons laissé la solution préparée pendant deux semaines sous agitation a
température ambiante et a 1’abri de la lumiére aprés nous 1’avons filtré soigneusement, pour éliminer la
propolis poudre et réecupérer une solution de bain de bouche de couleur marron.

I1. Contréle des caracteéristiques physiques du bain de bouche :

Nous avons contrdlé les caractéristiques du bain de bouche préparé a partir de la propolis (odeur, pH,
couleur, le gout, aspect et homogénéite) pendant six semaines a 45°C qui est équivalent de six mois a
température ambiante, ce qu’on appelle le test de vieillissement accéléré, nous avons laissé un échantillon a
température ambiante comme témoins et les résultats d’évolution des caractéristiques sont représentés dans

les tableaux suivants :
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Semaine Couleur  Odeur Aspect pH Homogénéité
S1 Marron  Agréable  Liquide 7.4 Homogene
S2
S3 Identiqgue ldentique Identique Identique Identique
S4 ala ala ala ala ala
S5 premiere  premiére premiére  premiére premiere
S6 semaine  semaine  semaine  semaine semaine

Tableau 31: L'évolution des caractéristiques physiques du bain de bouche préparé a 45°C.

Semaine et Couleur Odeur Aspect pH Homogén
mois éité
S1 Marron  Agréable Liquide 7.4 Homogéne
S2
S3
S4
Mois 2 Identique  Identique  Identique  Identique  Identique
Mois 3 ala ala ala ala ala
Mois 4 premiére  premiére  premiere premiére  premiére
Mois 5 semaine semaine semaine semaine semaine
Mois 6

Tableau 32: Lévolution des caractéristiquesphysiques du bain de bouche a température ambiante.

D’aprés les observations au cours du contréle des caractéristiques physiques du bain de bouche, aucune
modification n’a été observée que ce soit pendant les six semaines a 45°C ou a température ambiante, donc
on peut dire que la durée de stabilité de notre produit peut étre estimée jusqu’a 15-18 mois.

1. Evaluation de Pactivité antimicrobienne du bain de bouche :

Souches utilisées :
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Le test antimicrobien a été réalisé contre trois micro-organismes & Gram positive : S.aureus-SARM,
S.aureus-MSSA et S.pyogenes.
Travail effectué Propolis

L’activité antimicrobienne a été évalué par la méthode de diffusion sur disque (le protocole a été déja
décrit dans la partie 111),20ul de la solution préparée du bain de bouche a été imprégnée sur un disque
de papier stérile de 6 mm de diameétre et il a été placé sur la gélose, les boites de pétri ont été laissées 30
minutes a température ambiante pour la diffusion des solutions avant d’étre incubées pendant 24 heures
a 37°C.

Détermination du diameétre d’inhibition :

Les résultats de I’activité sont présentés dans le tableau suivant :

Diamétre
Micro-orgnismes testés  d’inhibtion
DI (mm)
S.aureus-SARM 33+0.01
S.aureus-MSSA 31+0.03
S.pyogenes 30+0.01

Tableau 33: Diametre d'inhibition du bain de bouche contre des micro-organismes.

Comme indiqué dans le tableau 32, la formulation préparée a partir de la propolis sous forme de bain de
bouche a présenté une zone d’inhibition importante contre le S.aureus-MRSA (33 mm) et S.aureus-MSSA
(30mm), en outre elle a montré la plus grande zone d’inhibition (40 mm) contre le S.pyogenes.

La formulation préparée a partir de la propolis qui est riche en composés bioactifs tels que I’acide
cinnamique, I’acide chlrogénique, Quercétine, Chrysine, Pinocembrine...etc. et a partir des huiles
essentielles (de la lavande, de clou de girofle et du citronelle) semble efficace et montre une bonne activité

antimicrobienne contre I’ensemble des souches séléctionnées.
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Partie | : préparation de I’extrait et détermination de sa composition chimique
1. Matériels et méthodes :
Réactifs chimiques utilisés : Hexane.
Appareillage : la chromatographie en phase gazeuse Perkin Elmer Auto system XL
Cette partie a comme objectif :
» Préparation d’un extrait hexanoique a partir des racines d’une plante (Plumbago europaea).

» Détermination de la composition chimique de 1’extrait préparé par CPG et CPG/MS.

I Récolte de la matiére premiére :

Les racines du P.europaea ont récoltées en mois de Septembre (au stade de floraison) en 2022 au niveau de
la wilaya de Tlemcen (dans la région d’Ain El Houtz), la plante a été identifiée botaniquement au niveau de

laboratoire d’écologie et de gestion des écosystemes a 1I’'Université de Tlemcen.

Figure 68:Plumbago.europaea.

1. Préparation de ’extrait :
100 g des racines séchées de P. europaea ont été placées dans un erlenmeyer contenant 500 ml d’hexane,
macérées pendant une semaine a température ambiante, le mélange a été filtré et évaporé a ’aide d’un
évaporateur rotatif pour éliminer 1’hexane, 1’extrait obtenu a été conservé dans un flacon en verre opaque a

une température de 4 °C a ’abri de la lumiére.
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IIl.  Analyse par chromatographie en phase gazeuse (CG) et par spectrométrie de masse
(CG/SM) :
L’analyse a été réalisée en utilisant la chromatographie en phase gazeuse Perkin Elmer Auto system XL,

équipée de deux colonnes capillaires (60 m de long, 0,22 mm de diametre interne et une épaisseur de film
de 0,25 um). La température du four a été programmeée pour passer progressivement de 60 °C a 220 °C a un
taux de 2 °C/min, puis maintenue a 230 °C pendant 35 minutes, les températures de I’injecteur et du
détecteur ont été réglées a 280 °C, avec un volume d’injection de 0,1 pL.

L’analyse CPG/MS a été réalisée avec un détecteur de masse Perkin Elmer Turbo, couplé au systéme Auto
XL, équipé de colonnes capillaires en silice fondue, la température de la source d’ions était de 150 °C,
I’énergie d’ionisation (IE) était de 70 eV et les spectres de masse ont été enregistrés dans une plage de 35 a
350 Da. Les composes ont été identifiés en comparant leurs indices de rétention et leurs spectres de masse

avec des bibliotheques commerciales.

Partie Il. Evaluation de ’activité biologique

Réactifs chimiques utilisés : La gentamicine, I’amphotéricine B, 1’albumine, tampon phosphaté (pH 6,4),
solution saline de phosphate tamponnée stérile (pH 7,4), diclofénac sodigue.

Appareillage : Centrifugeuse, Spectrophotométre UV.

Souches bactériennes et fongiques utilisées :

Cette étude a porté sur sept souches bactériennes : Escherichia coli (ATCC 25912), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 15313), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Bacillus cereus

(ATCC 10876), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et Salmonella typhimurium (ATCC 13311),
ainsi que deux souches de levures : Candida albicans (ATCC 26790) et Candida albicans (ATCC 10231)
Pour les tests bactériologiques, on a utilisé I’agar de Mueller-Hinton, tandis que I’agar de Sabouraud enrichi

avec 2 % de glucose, a été utilisé pour les cultures de levures.

Remarque : Une quantité du sang a été prélevée d’un donneur sain’ la quantité du sang prélevee a été mise
dans une sonde contenant de I’héparine pour I’évaluation de I’activité hémolytique.
Cette partie se focalise sur :

» L’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique de I’extrait.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation de I’albumined’ceuf.
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» L’évaluation de I’activité hémolytique in vitro.
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l. Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique :

a. Par la méthode de disque :

La méthode de diffusion de disque a été réalisée selon les lignes directrices du Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) [140].
Procédure :

Les surfaces des milieux ont été inoculées avec les micro-organismes sélectionnés a ’aide dun tampon
stérile, et I'inoculum a ét¢ laissé sécher, des disques de papier filtre stérile de 6 mm de diametre ont
ensuite été imprégnés avec 10 pl d’extrait d’hexane et placés sur les plaques inoculées. Les plaques ont
été incubées a 37 °C pour les bactéries et a 28 °C pour la levure pendant 24 heures. La gentamicine (10
pg/disque) et I’amphotéricine B (10 mg/disque) ont été utilisées comme témoins positifs pour les tests

antibactériens et antifongiques, respectivement.

b. Détrmination des concentrations inhibitrices minimales CMI :

Les concentrations inhibtrices minimales CMI ont été déterminées en utilisant la méthode des microplaques
(96 puits).

Procédure :

100 ul de chaque inoculum ont été préparés (5 105 UFC/mI pour les bactéries et 1 a 5 104 UFC/ml pour les
levures). Ensuite, 100 pl de bouillon stérile ont été ajoutés a chaque rangée de microplaque. Apres, 100 ul
de I’extrait ont été introduits dans le premier puits de chaque rangée, un mélange de 100 pl ont été
transférés du premier puits au second et ainsi de suite jusqu’au dixiéme puits, apres les 100 pl restants ont
été retirés, ce qui a permis d’obtenir une dilution en série 1:2. Enfin, 100 ul de chaque inoculum ont été
ajoutés a chaque puits. Les deux derniers puits ont été utilisés comme témoins néegatifs : le onzieme
contenait uniquement le milieu et I'inoculum, tandis que le douziéme contenait uniquement le milieu. Les
Microplaques ont été scellées et incubées a 37 °C pour les bactéries et a 28 °C pour la levure pendant 20
heures. Chaque essai a été effectué en triple. CMI a été définie comme la plus faible concentration d’extrait

qui inhibe la croissance visible des micro-organismes.
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. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire (in vitro) :
L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait d’hexane de P. europaea a été évaluée a I’aide de la méthode de

dénaturation de I’albumine.

Procédure :

Brievement, on a préparé un volume total de 5 ml, composé¢ de 0,2 ml d’albumine d’ceuf, de 2,8 ml de
tampon phosphaté (pH 6,4) et de 2 ml de I’extrait a des concentrations allant de 10 a 40 ug/ml. La solution
de controle a été préparée en remplacant I’extrait par de I’eau distillée. Les échantillons ont été incubés a 37
2 °C pendant 15 minutes, puis chauffés a 70 °C pendant 5 minutes dans un bain d’eau. Apres
refroidissement, les mesures d’absorbance ont été prises a 660 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV. Le
diclofénac sodique a été utilisé comme médicament de référence et soumis aux mémes conditions
expérimentales pour la comparaison des absorbances. Le pourcentage de la dénaturation des protéines a été

calculé a I’aide de la formule suivante :
% d’inhibition=[A¢ /A -1] x 100.

AVEC:
Ac = absorbance a 660 nm du controle.

At = absorbance a 660 nm de ’échantillon.

I11.  Evaluation de ’activité hémolytique :

L’activité hémolytique a été réalisée en utilisant la méthode décrite par Li et Liu [141].
Procédure :

Le sang prélevé a été centrifugé a 1500 rpm pendant 10 minutes. Le plasma a été prélevé et les
globules rouges restants ont été laveés trois fois avec une solution saline de phosphate tamponnée stérile
(pH 7,4), avant d’étre re-suspendus pour obtenir une suspension a 0,05 %. Dans des tubes d’hémolyse,
990 uL de cette suspension érythrocytaire ont été mélangés avec 10 pL. d’extrait a différentes
concentrations (200 a 1000 pg/mL). Les tubes ont été incubés a 37 °C pendant une heure, puis
centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes. L’absorbance du surnageant a été mesurée a 548 nm pour
¢valuer la concentration d’hémoglobine libre. Des témoins négatifs et positifs ont été utilisés pour

¢tablir les niveaux de référence de I’hémolyse.
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2. Résultats et discussion :
l. Détermination du rendement et la composition chimique de I’extrait hexanoique du
P.europaea :

Apres I’¢élimination du solvant nous avons récupéré I’extrait hexanoique des racines de la plante

P.europaea et nous avons déterminé le rendement d’extraction qui est d’ordre de 1,8 %.

Echantillons Taux de rendement
%
Extrait hexanoique du 1.8
P.europaea

Tableau 34: Rendement d'extraction de /’extrait des racines du P.europaea

2.00%
1.80%
1.60%
1.40%
1.20%
1.00%
0.80%
0.60%
0.40%
0.20%
0.00%

1.80%

Figure 69: Taux de rendement d'extraction de I'extrait des racines de P.europaea.
. Détermination de la composition chimique de I’extrait hexanoique du P.europaea :
Pour la composition chimique 1’analyse CPG et CPG/MS a permis d’enregistrer la présence de neuf
composés majoritaires représentant 88,8% de la composition totale, la composition chimique de I’extrait a

montré une concentration prédominante de plusieurs composeés bioactifs importants, parmi lesquels le

Plumbagine est majoritaire 58,4 %, suivi du Nonanal 16,6 %, du Thymol 6,2 % et du Carvacrol 4,5 %.
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N° Composés Lit/RI°  Ria® RI,° %
1  a-Pinéne 931 932 1021 0.5
2 Myrcene 980 976 1160 0.5
3 p-Cymene 1011 1012 1272 0.1
4 Limonene 1020 1023 1197 1.5
5 Linalool 1081 1089 1545 0.5
6 Nonanal 1083 1086 1392 16.6
7  Thymol 1266 1268 2190 6.2
8  Carvacrol 1281 1283 2287 4.5
9  Plumbagine 1580 1601 2823 58.4
% d’identification 88.8
% Monoterpénes o0xygénés 0.5
% Monoterpene hydrocarbons 2.6
% Composés phénoliques 10.7
% Naphtoquinones 58.4
% Autres 16.6

Tableau 35: Résultats d'analyse CPG et CPG/MS de I'extrait hexanoique du P.europaea.

b : Indices de rétention sur colonne apolaire issus de la littérature ; ¢ : Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1 ; d : Indices

de rétention sur colonne polaire Rtx-wax.

Une étude a été realisée par Navaei et al. sur ’huile essentielle des racines du P.europaea, cette étude a
permis I’identification des principaux constituants de I’huile qui étaient la plumbagine 69,1 %, ’acétate de
1-octene-3-yle 9 % et le Limoneéne 5,7 % [142], Muhammad et al. Ont montré que le pourcentage de la
molécule plumbagine dans I’extrait des racines et celui des feuilles était 1,9 % et 1,5 %, respectivement
[143].

Une étude sur I’huile essentielle de la plante P.europaea récoltée de la région ouest- algérienne a marqué la
présence de la plumbagine comme constituant principal avec un pourcentage de 69.1% [144].

La composition chimique des huiles essentielles extraites des parties aériennes de P. europaea était
principalement composée de Plumbagine 32,4 %, d’acide hexadécanoique 13,79 %, d’henicosane 9,03 % et
de 2,6-di-tert-butyl-4-éthylphénol 8,40 % , dans les feuilles, on trouve du Phytol 17,97 %, du
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Phtalate de dibutyle 15,45 %, de I’hénicosane 6,91 % et de ’acétone hexahydrofarnésyle 6,72 % [145].

Les variations de la composition chimique de 1’huile essentielle de P. europaea peuvent s’expliquer par des
différences génétiques, des conditions écologiques ou divers autres éléments tels que la nature du sol et les
conditions climatiques qui ont un impact sur la plante [146].

jﬁﬁ NI/
A /N

alpha-pinéne Myrcéne para-cymene Lynalool
o)
OH
OH
OH o)
Lymonene Thymol Plumbagine Carvacrol
\/\/\/\)|O
Nonanal

Figure 70: Structure des composés identifiés dans I'extrait hexanoique du P.europaea.

1. Résultats de Pactivité antibactérienne :

Les résultats de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion de disque sont représentés dans le
tableau 30, les diamétres d’inhibition de 1’échantillon variaient entre 10 et 35 mm, ce qui indique des
différences dans la sensibilité du micro-organisme a I’extrait, les bactéries a Gram-positives se sont
révélées plus sensibles que les bactéries a Gram-négatives. Parmi les souches testées, 1’inhibition la plus
élevée a été observée chez M. luteus (35 mm), suivi de B. cereus (31,7 mm) et S. aureus (30,1 mm).

L’extrait d’hexane a également montré une activité antifongique, I’effet antifongique a été observé sur
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C. albicans ATCC 26790 et C. albicans ATCC 10231, avec des zones d’inhibition 41 mm et 38 mm,

respectivement.

_ S. aureus 30.1+0.78 33.5+0,56
- M. luteus 35+0.56 19.5+0.33 -
~ L.monocytogenes 15.1+12 12.5+0,57 -
_ B. cereus 31.7+0.65 22.5+0.70 -
- E. coli 10.7+0.65 23.240,52 -
- P. aeruginosa 10.5+1.2 25.3+0.33 -
. S typhimurium 16.5#0.78  26.5+0.33 5
C. albicans ATCC  41.2+0.65 - 30+0.33
26790
C. albicans ATCC  38.5+0.33 - 32+0.33
10231

Tableau 36: Zone d'inhibition de I'extrait de P.europea, Gentamicine et I'amphothéricine.

Les CMI ont été déterminés a 1’aide de la méthode de micro dilution du puits les résultats sont représentés
dans le tableau. Par rapport aux agents antimicrobiens classiques comme la gentamicine et ’amphotéricine
B, I’extrait d’hexane de P. europaea a montré un effet inhibiteur significatif sur la croissance des micro-

Organismes testés.

Micro-organimes CMI (ng/mL)
Extrait Gent AmphB

S. aureus 1.240.1  0.56%0.0 -
Gram- L. monocytogenes 7.5+0.8 = 8.5+0.2 -
Bactérie a E. coli 15+0.5  0.54+0.0 -
Gram- P. aeruginosa 65+0.4  0.54+0.0 -
négative S. typhimurium 25+0.6 0.32+0. -

C. albicans ATCC 26790 2.5+0.1 - 4+0.0
SR C. albicans ATCC 10231 2.5:0.2 - 800

Tableau 37: Concentration minimale inhibitrice CMI de [’extrait d’hexane, Gentamicine et I’amphotéricine.
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Travail effectué Plumbago.europaea

CMI= 6,5 pug/ml, L. monocytogenes avec une CMI= 7,5 png/ml et B. cereus avec une CMI= 0,2 ug/ml,
tandis que I’activité antibactérienne modérée a faible a été observée contre d’autres micro-organismes
testés. L’extrait d’hexanoique de P.europaea a montré une bonne activité antifongique contre C. albicans
(ATCC 26790) et C. albicans (ATCC 10 231) avec une CMI de 2,5 ug/ml, d’aprés les résultats obtenus de
’activité antibactérienne, antifongique et ’analyse de la composition chimique de I’extrait, il est clair que
son activité antimicrobienne est probablement liée & la forte concentration de Plumbagine (58,4 %), ainsi
qu’a la présence de nonanal , de thymol et de carvacrol . Des recherches antérieures ont démontré que la
plumbagine présente un large éventail de propriétés pharmacologiques [147][148]. De plus, le thymol et le
carvacrol sont deux composés phénoliques bien connus pour leurs puissantes activités antimicrobiennes.
Lorsqu’ils sont utilisés ensemble, le thymol et le carvacrol peuvent avoir un effet synergique, améliorant
I’efficacité antimicrobienne globale. Cette synergie est particulierement bénéfique pour surmonter la

résistance aux antimicrobiens.

IV.  Les résultats de I’activité anti-inflammatoire :
L’activité anti-inflammatoire de ’extrait d’hexane a été évaluée in vitro par la méthode de dénaturation de
L’albumine d’ceuf. Les résultats obtenus montrent que cet extrait posséde des propriétés anti-
inflammatoires significatives avec une 1Cso= 12,3 pg/mL, environ 2,5 fois supérieure a celle du diclofénac
(ICs0 = 35,2 pg/mL).

Echantillon 1Cs0 pg/ml
Extrait du 12.3 +0.1
P.europaea
Diclofenac 35.2 0.2

Tableau 38: Les valeurs d’ICsgo de 'activité anti-inlammatoire de I'extrait et du Diclofenac.
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40
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30 Diclofenac
25 35.2

20 Extrait 12.3
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Figure 71: Les valeurs d'IC50 de I'activité anti-inflammatoire de I'extrait et du diclofenac de sodium.

Ces propriétes sont probablement liées au pourcentage relativement élevé de Plumbagine, de Carvacrol et
de Thymol. 11 a été démontré que ’administration orale de la Plumbagine a des effets anti-inflammatoires et
analgésiques significatifs, tout en impliquant le facteur nucléaire k B (NF-k B) et les cytokines pro-
inflammatoires [150][151], la Plumbagine a le pouvoir de réduire de maniére significative I’oedéme induit
par carraghénane des pattes de rat, ainsi que 1’action de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires tels que
I’histamine, la sérotonine, la bradykinine et la prostaglandine E2, d’une maniére dose-dépendante [152].

Le Thymol posséde également des propriétés anti-inflammatoires bien connues, il agit en bloquant les
mémes substances qui provoquent I’inflammation, comme la COX-2 et certaines cytokines [153].Des
études ont montré que le Carvacrol peut calmer I’inflammation en influengant les voies de signalisation, y

compris NF-kB, qui est responsable de I’activation des génes liés a I’inflammation [154].
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IV.  Les résultats de I’activité hémolytique :

Nous avons effectué un test d’hémolyse sur I’extrait hexanoique de P. europaea pour évaluer leur
cytotoxicité, I’activité hémolytique a été évaluée in vitro a I’aide d’un modéle d’érythrocytes.

Les pourcentages d’inhibition des différents échantillons ont été enregistrés a des concentrations variables,
comme le montre le tableau 39. L’évaluation de la toxicité pour les érythrocytes humains a montré que
I’extrait d’hexane de P.europaea avait des taux d’hémolyse tres faibles, soit 12,86 %, méme a des
concentrations ¢levées 1000 pg/mL.

Les résultats obtenus ont montré une toxicité trés limitée de cet extrait, méme a des concentrations plus

¢levées et apres une période d’incubation de 60 minutes, pour les érythrocytes humains isolées.

Concentration % d’hemolyse d’extrait
(ng/mL) hexanoique de

P.europaea

200 02,33+0,01

400 03,65+0,02

600 6,66+0,02

800 9,69+0,02

1000 12.86+0,06

Tableau 39: Le pourcentage d'hemolyse de I'extrait de P.europaea en fonction de la concentration.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail de doctorat s’inscrit dans le cadre de la chimie des substances naturelles appliquée a la recherche
pharmaceutique. Son objectif principal était la caractérisation chimique et la valorisation biologique in vitro
de deux substances naturelles issues de la région de Tlemcen (Algérie) : la propolis, produit apicole
complexe, et Plumbago europaea L, plante médicinale spontanée. Il s’agissait, d’une part, d’identifier les
composés bioactifs majoritaires de ces matrices, d’autre part, d’évaluer leurs propriétés antioxydantes,
antimicrobiennes, neuroprotectrices, immunostimulantes, anti-inflammatoires et hémolytiques, dans une
perspective de découverte de nouveaux candidats médicament.

Ce travail de thése a permis de caractériser chimiquement cing échantillons de propolis de la région de
Tlemcen, en identifiant leurs composés majoritaires (flavonoides de type peuplier) et en établissant une
correlation entre la teneur en polyphénols/flavonoides et les activités biologiques. Démontrer pour la
premiére fois I’activité anti-cholinestérase des extraits de propolis algérienne provenant de la region de
Tlemcen, ouvrant des perspectives dans la prévention des maladies neurodégénératives. Mettre en évidence
un effet immunostimulant dose-dépendant (hormétique) des extraits de propolis sur les lymphocytes
humains. Formuler un bain de bouche stable a base de propolis, actif contre des souches bactériennes
résistantes (SARM). Caractériser 1’extrait hexanique de P. europaea d’origine algérienne, riche en
plumbagine, et démontrer ses puissantes activités antibactériennes, antifongique, anti-inflammatoire et sa
faible toxicité hémolytique.

Ainsi, ce travail illustre parfaitement la démarche de la chimie des substances naturelles : de I’extraction et
I’identification des composés a I’évaluation de leurs propriétés biologiques in vitro, en passant par la
formulation préliminaire et la comparaison de deux chimiotypes complémentaires issus d’'un méme
écosystéme. Les résultats obtenus constituent une base solide qui ouvrent la porte a plusieurs perspectives,
des études in vivo ultérieures et pour le développement de nouveaux candidats médicaments d’origine
naturelle, dans le respect des principes de la chimie verte et de la valorisation des ressources locales,
développer des formulations galéniques optimisées (gels, films buccaux, nanoparticules) pour une meilleure
biodisponibilité, isoler la plumbagine a 1’échelle semi-préparative et tester son activité sur un panel élargi
de bactéries résistantes (y compris les souches cliniques), étudier la possibilité de synthése ou
d’hémisynthése de dérivés de la plumbagine et les composes de la propolis pour améliorer leur activité et
leur stabilité et envisager le dépdt de brevet pour la formulation du bain de bouche a base de propolis, apres
études cliniques.

Une limite importante de ce travail réside dans ’absence de caractérisation structurale des complexes

d’inclusion a I’aide de techniques avancées, ainsi que d’essais de stabilité (thermique, oxydative et
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cinétique de dégradation). Ces analyses sont pourtant indispensables pour confirmer de maniére non
équivoque la formation des complexes et démontrer expérimentalement leur stabilité.

Par conséquent, les résultats présentés doivent étre considérés comme préliminaires et constituent une base
pour de futurs travaux intégrant a la fois I’évaluation de I’activité biologique et une caractérisation

physicochimique approfondie des complexes de 3-CD.
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Résumé
Ce travail s’inscrit dans le cadre de la caractérisation chimique et la valorisation biologique de deux substances
naturelles : la propolis et le Plumbago europaea. Dans un premier temps nous avons procédé une extraction des
échantillons de la propolis et des racines du Plumbago europaea, cette étape est suivie par la détermination de la
composition chimique des extraits préparés en faisant appel a la technique chromatographique, afin de valoriser les
extraits, plusieurs activités biologiques ont été évalué (antioxydante, antibactérienne, immunostimulante, anti
cholinestérase, anti inflammatoire et hémolytique). Dans une autre partie nous avons préparé des complexes
d’inclusion a partir des extraits de la propolis et B-cyclodextrine pour étudier I’impact de cette derniére sur I’activité
biologigue de la propolis, enfin nous avons préparé une solution buccodentaire a partir de la propolis et des huiles
essentielles pour une application en dentisterie.

Mots clés : Propolis, Plumbago europaea, Composition chimique, Activité biologique, B-cyclodextrine

Abstrac:
This study aimed to investigate the chemical composition and the biological properties Plumbago.Europaea and

propolis.Firstly, we extracted samples of propolis and Plumbago europaea roots, followed by determination of
the chemical composition of the extracts prepared using the chromatographic technique. In order to enhance the
value of the extracts, several biological activities were evaluated (antioxidant, antibacterial, immunostimulant,
and anticholinesterase, anti- inflammatory and hemolytic). In another section, we prepared inclusion complexes
from propolis extracts and - cyclodextrin to study the impact of B-CD on the biological activity of propolis.
Finally, we prepared a natural oral solution from propolis and essential oils for dentistry application.

Keywords : Propolis, Plumbago europaea, Chemical composition, Biological activity, -cyclodextrine
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