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Introduction Générale

Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont toujours
été une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25 - 30% de tous
les médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont dérivés des produits

naturels (des plantes, des animaux, des bactéries et des champignons).

En dépit de cela, dans les derniéres décennies, principalement en raison de I'avancée de
la chimie de synthése, la recherche sur les produits naturels dans I'industrie
pharmaceutique a connu un lent déclin. Toutefois, des données récentes de l'industrie
pharmaceutique montrent que, pour certaines maladies complexes, les produits naturels
représentent toujours une source extrémement précieuse pour la production de nouvelles
entités chimiques, car ils représentent des structures privilégiées choisies par les

mécanismes d'évolution sur une période de millions d'années [1].

En effet, la recherche scientifique a tendance a se focaliser sur 1’exploration de ces
substances qui constituent une alternative prometteuse aux anciennes substances d’origine
synthétique. Face a cette situation préoccupante, d’énormes efforts sont consentis dans le
domaine de la recherche médicale en vue de trouver des nouvelles molécules naturelles

actives efficaces et non toxiques.

Les produits de la ruche sont depuis des millénaires exploités par I'hnomme. lls sont
issus de substances naturelles, produits par les abeilles. Leurs utilisations assurent un bon

marché et représentent un revenu d’appoint pour ’apiculteur [2].

Parmi ces produits, la propolis est définit comme un remede naturelle utilisé depuis
I'antiquité, et aussi une résine végétale. Elle est secrétée par les feuilles, les bourgeons, les
branches et I'écorces des arbres pour se protéger contre les infections.

Dans le monde entier, de nombreuses études sont consacrées a la propolis, source
importante de composés phénoliques, notamment les flavonoides, divers substances de la
propolis récoltées de différente régions de monde ont été identifiées, dont les acides
phénoliques, les flavones, les flavonols et les flavonones marquent leurs présence

permanente (éléments standards de la propolis).

Ces composés phénoliques possedent certaines activités biologiques : germicide,

bactériostatique, anti-inflammatoire et antivirale ....etc.
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Introduction Générale

Le but de ce travail est d’analyser un produit local (la propolis Algérienne typiquement

de la wilaya de Bouira), et déterminant ses compositions afin d’améliorer son utilisation.

Ce mémoire s’articule principalement sur deux parties, la premiére partie consiste a une
étude bibliographique, elle comporte un couple de chapitres. Le premier chapitre, on
s’intéresse a donné quelques connaissances concernant la propolis et le deuxieme chapitre

est consacré a la composition et les activités biologiques de la propolis.

La suivante partie consiste en une étude expérimentale subdivisée en deux sous-
chapitres. Le premier sous-chapitre comporte les méthodes et matériels utilisé pour la
quantification et I’identification des polyphénols et des flavonoides dans notre extrait, et
aussi 1’évaluation de I’activité antioxydante, ou nous avons utilisé également deux tests in
vitro. Le premier test est la détermination du pouvoir réducteur ainsi que 1’estimation a la
moyenne de DPPH de la capacité de 1’extrait éthanolique de la propolis a piéger les
radicaux libre. L’autre consiste a mesurer la capacité réductrice présente dans notre extrait,

c’est le test électrochimique.

Enfin, le deuxiéme sous-chapitre consiste a la discussion des résultats obtenus dans

cette étude.
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Chapitre | Généralités sur la propolis

Généralement, lorsqu’on parle d’abeille et de ruche, on pense directement a la

production de miel. Pourtant, ce n’est pas le seul résultat du travail de nos abeilles.

En plus de nectar, les abeilles récoltent aussi du pollen. Elles fabriquent de la cire, du

venin, de la gelée royale et de la propolis.

La propolis est un produit de ruche résineuse qui a été utilisé par I'hnomme depuis les
temps anciens pour ses propriétés pharmaceutiques et il est encore utilisé comme

constituant de «bio-cosmetiques», «aliments santé» et pour de nombreuses autres fins [3].

Propolis, ou «colle dabeille», est une substance bien connue que les apiculteurs

trouvent dans leurs ruches.

Propolis selon les recherches ont révélé étre efficace contre une variété de bactéries,
des virus, des champignons et des moisissures. Il a été montré comme un stimulant

immunitaire non spécifique [4].

I-1- Définition de la propolis

« La propolis désigne toute une série de substances résineuses, gommeuses et
balsamiques, de consistance visqueuse, recueillies par les abeilles sur certaines parties de
végéetaux (essentiellement les bourgeons et les écorces de certains arbres), substances
qu’elles rapportent a la ruche et qu’elles modifient vraisemblablement en partie par
I’apport de certaines de leurs propres sécrétions (cire et Sécrétions salivaires

principalement)» [5].

Donc la propolis, est une matiere résineuse recueillie et préparée par les abeilles pour
boucher tous les fentes et toutes les ouvertures de leurs ruches avant d’y former leurs

alvéoles de cire [6].
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Chapitre | Généralités sur la propolis

Figure 1-1 : La propolis brute provenant de la montagne Algérienne [7].

I-2- Etymologie de la propolis

Etymologiquement, « pro » (devant) et « polis » (cité) veut dire « devant la cité » ou «
protege la cité ». Son nom résume bien a lui seul les proprietés et les rbles de cette
substance d’origine a la fois végétale et animale. Bien que la composition soit relativement

différente selon I’origine géobotanique, I’activité des diverses propolis reste commune [8].

Deux théories avaient été énoncées quant a 1’origine précise de la propolis. Certains
auteurs pensaient que des variétés de la propolis étaient obtenues a partir du pollen

accumulé provisoirement dans les intestins de I’abeille [8].

On sait maintenant que la propolis est formée a partir des résines végeétales sécrétées
par les bourgeons et 1’écorce de certains arbres. La butineuse fait d’abord usage de ses
antennes pour situer la partie la plus intéressante de la source qu’elle attaque avec ses
mandibules. Elle décolle les fragments de résine, les mélange avec ses mandibules et les
incorpore a sa salive. Puis, téte redressée, elle se recule afin d’étirer la particule saisie
jusqu’a ce qu’elle soit transformée en un fil et que celui-ci se rompe. Enfin, elle entasse et
loge les gouttelettes formées dans ses corbeilles et les rapporte a la ruche [5, 8,9].
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Chapitre | Généralités sur la propolis

I-3- Histoire de la propolis

Depuis des millénaires, Egyptiens, Grecs, Romains, Mayas utilisaient les produits issus

de la ruche a des fins préventives, curatives et alimentaires.

Dés I'Antiquité, la propolis était employée comme thérapeutique contre les affections

de la peau, les plaies et les suppurations.

De -3200 & -1100 ans avant JC, la propolis avait un role religieux dans I'Egypte

ancienne.

Les Egyptiens utilisaient cette résine pour embaumer les morts, elle était réputée pour
ses proprietés conservatrices et son aréme. On I'employait aisément lors de la

momification.

De -700 a -600 ans avant JC, les Grecs ont observé que cette substance résineuse se

situait a I'entrée de la ruche comme barriére de protection contre les prédateurs [10].

En Rome Antique, les soldats romains, eux, partaient au combat avec un morceau de la

propolis pour cicatriser leurs futures plaies.

La propolis était réputée pour réduire les cedémes, apaiser les douleurs nerveuses et

guérissait les plaies cutanées ou encore les abces.

Durant la méme période, en Amérique du Sud, les Incas utilisaient la propolis comme

antiseptique.

Au XVI*™ siécle, elle servait a cicatriser les blessures de fléches. Hippocrate
recommandait la propolis pour la guérison des plaies et des ulceres. C’est surtout au XVIl1I
- XIX®™ siécle que la propolis fut utilisée pour panser les plaies. Elle était trés répandue
sur les champs de batailles notamment lors de la guerre des Boers en Afrique du Sud pour

soigner les soldats et accélérer le processus de cicatrisation.

Elle était reconnue pour son action antiseptique, anesthésique et cicatrisante. On
pouvait la trouver sous formes variées de pommade, d'emplatre, de lotion ou de gaz [10].
I-4- Récolte de la propolis
I-4-1- Récolte de la propolis par les abeilles

Le nombre de butineuses, spécialisées dans la recolte des résines et la fabrication de

la propolis est relativement restreint au sein d’une colonie d’abeilles.
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Chapitre | Généralités sur la propolis

Les ouvrieres butineuses localisent la source de resines et triturent celle-ci avec
leurs mandibules, les mélangent avec d’autres substances de leurs propres sécrétions
afin de fabriquer de la propolis. Une fois fabriquée, la propolis est transportée a la ruche

dans les corbicules (ou corbeilles) situés dans les pattes postérieurs de I’abeille [11].

Figure 1-3 : Butineuses de la propolis dans la ruche [11].
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Chapitre | Généralités sur la propolis

1-4-1-1- Les conditions de récoltes

Cette récolte ne répond pas a des regles bien définies et constantes, elle dépend de

nombreux facteurs, parmi lesquels nous pouvons dégager et analyser les plus notables :

L’age de I’abeille : Il semble que ce soient les abeilles les plus agées donc les plus
expérimentées qui récoltent la propolis. L’étude histologique montre que leurs
glandes ciriéres sont totalement atrophiées, I’age minimal est de dix-huit jours.

La race : La tendance a propolis dépend de la race d’abeille. Il est reconnu que
L’abeille grise des montagnes appelée encore Caucasienne (Apis mellifica
caucasia) et certaines autres races d'Asie Mineure (celle d'Anatolie centrale en
particulier) propolisent en général davantage que les autres, c’est le cas de 1’abeille
carniolienne (Apis mellifica carnica) et 1’abeille Tellienne (Apis mellifira). Mais
dans de nombreux autres cas, les données d’information en ce qui concerne ce
facteur sont encore insuffisantes pour établir des comparaisons précises.

La saison : La récolte a lieu, soit, en début de printemps, mais le plus souvent a
la fin de la miellée, ou a I’approche d’automne au moment ou la colonie
commence ses préparatifs d’hivernage.

Le climat (dont la température): Les abeilles récolteuses de la propolis
déploient en général leur activité au cours des journées chaudes (température le
plus souvent supérieure a 20°C) et en outre, pendant les heures les mieux
exposees, a cette chaleur (soit entre 10 h et 15 h 30 en moyenne), ceci du fait
que les substances ramassées sont trop dures pour étre exploitées en dehors de ces
horaires.

La géographie : C'est ainsi, entre autres, que les ruches situées dans les régions

boisées propolisent davantage que les ruches de plaine [7].

I-4-1-2- La quantité de la propolis

La quantité de la propolis récoltée et fabriquée par les abeilles varie selon la race et

aussi selon la flore. Ainsi, les abeilles caucasiennes produisent beaucoup plus de la

propolis que les autres races, et avant I’hiver, elles bouchent avec de la propolis I’entrée de

la ruche, ne laissant qu’un petit trou pour leur passage. Dans la méme race, la quantité

récoltée varie avec le type de flore. Etant donné que les résines sont récoltées sur les

bourgeons des arbres, entre autres des peupliers, chénes et bouleaux, et sur 1’écorce et les

bourgeons des coniféres, les ruches contiennent plus de la propolis en forét qu’en région de
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cultures ou la flore est en majorité annuelle. Le colmatage des couvre-cadres, des bords des
hausses et des épaulements des cadres par une couche de la propolis sur leurs surfaces

d’appui est un handicap pour les visites des ruches et pour la récolte du miel [12].

La quantité récoltée est tres variable. Elle est sous la dépendance de facteurs qui
conditionnement la propre recoulée par les abeilles. Elle se situe en moyenne entre 100 et
300g par ruche et par année. Cette propolis brute doit étre purifiée avant toute utilisation
[13].

I-4-2- Récolte de la propolis par I’homme au niveau de la ruche

Il existe différentes méthodes pour récolter la propolis. Pour obtenir une propolis
relativement propre, on peut utiliser un filet ou une grille spéciale en PVC avec des trous
en forme de berceaux ou avec des fentes de 2 a 3 millimetres. La grille a propolis est
disposée sur ses cadres en haut de la ruche, ces grilles existant aussi cette forme de petits
cadres suspendus entre autres cadres. Les abeilles reperent les petits trous ou petites fentes
qu’elles assimilent a des fissures et qu’elles colmatent le plus rapidement possible avec de
la propolis. C’est important pour la thermorégulation de la chambre a couvain. La récolte
de la propolis est ensuite déposée dans un endroit frais, dans le congélateur ou dans de
I’eau froide. Apres avoir refroidissement de la propolis, I’apiculteur peut chercher a

détacher des morceaux. Il réutilisera éventuellement la grille une nouvelle fois.

Une méthode de récolte plus simple est souvent utilisée consiste a gratter la propolis
des vieux cadres aprés les avoir sortis de la ruche. La propolis se trouve surtout sur les

planchettes supérieurs est sous les planchettes latérales.
Pour les ruches de type top-bar, on gratte la propolis sur les cotés des barres supérieurs.

Dans les payes tropicales, on peut aussi accrocher des calebasses ou des pots dont

I’entrée est large. Les abeilles obturent alors entiérement I’entrée avec de la propolis [14].
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Figure 1-4: Récolte de la propolis par ’homme au niveau de la ruche [13].

Figure 1-5: La récolte de la propolis avec un filet en plastique placé sur le dessus de la
ruche [15].
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I-5- La qualité de la propolis

La diversité de la propolis pose un probleme pour la qualité et la standardisation des

analyses.

Le controle de qualité s’effectue ainsi:
= Analyse macroscopique ;
=  Analyse physique ;
=  Analyse chimique.

D’une manicre générale, les critéres essentiels d’une propolis sont :
= Une faible teneur en débris (bois, abeilles mortes,....ctc) ;
= Une faible teneur en cire ;
= Peu ou pas de contamination par les pesticides et métaux lourds;

= Une teneur élevée en baume oléorésine naturelle particuliére caractérisée par la

présence de constituants benzoiques et/ou cinnamiques ;

= Une teneur élevée en métabolites secondaires [16].

I-6- Utilisation de la propolis
I-6-1- Utilisation de la propolis par ’abeille

Certaines colonies récoltent beaucoup de propolis et d’autres peu. On ignore ’origine
de ces différences, qui pourrait étre liées au climat [17]. Les abeilles utilisant la propolis
pour colmater les fissures de la ruche, pour fixer les cadres, pour consolider les cellules,
pour réduire la largeur du trou de vol, et pour recouvrir les animaux qui auraient pénétrer a
I’intérieur de la ruche et auraient été tues par les gardiennes (une souris par exemple). Si
I’intrus est volumineux, les abeilles ne parviennent pas a rejeter son corps hors de la ruche.
Elles essaient alors de le vider pour éviter qu’il ne se putréfie et, par la suite, le

recouvrement de la propolis [18].
Les abeilles utilisent également la propolis:

= Comme matériau de construction pour réduire la taille des entrées du nid et lisser la

surface pour le trafic des abeilles ;
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» En couches fines pour vernir I’intérieur des alvéoles a couvain avant que la reine y
ponde ses ceufs, fournissant ainsi une unité résistante, imperméable et hygiénique

pour le développement des larves [19].

I-6-2- Utilisation de la propolis par ’homme

La propolis aux propriétés, antiseptiques et anesthésiantes est souvent un des éléments
des médicaments, des dentifrices, des aérosols buccaux, des chewing-gums, des

shampoings, savons, onguents pour la peau et produits de beauté [19].

La propolis fait partie de la pharmacopée traditionnelle et est également une colle
efficace pour réparer et sceller des récipients (bois, métal ou argile), ou pour boucher les

nceuds du bois.

La propolis est un vernis a bois apprécié depuis longtemps. Son utilisation en tant que
vernis pour les violons faits par Stradivarius, a Crémone dans le nord de I’Italie, est bien

connue. La propolis de cette région provient des peupliers [19].

I-6-2-1- Cosmétique

En raison de ses hombreuses propriétés, la propolis peut étre utilisée en cosmétologie

dans les préparations suivantes :

* Produits de rasage et d’aprés rasage, notamment pour ses propriétés antiseptiques et
anesthésiques locales ;

=  Produits de soin du cuir chevelu et shampoings, pour ses propriétés antiseptiques et
antipelliculaires ;

= Dentifrices et chewing-gums, pour ses propriétés antibactériennes visant a lutter
contre la plaque dentaire ;

= Déodorants, savons et bains moussants, pour ses propriétés antiseptiques [20].
I-6-2-2- Médecine

La substance qui se trouve a l'entrée des ruches, et que nous avons hommeée propolis,
fait sortir des plaies les pointes et les corps étrangers qui y sont engages; elle résout les
tumeurs, amollit les duretés, calme les maux de nerfs, et seche les ulceres les plus rebelles

a se cicatriser [21].

La propolis est utilisée en médecine grace a ses propriétés antiseptiques,

antibactériennes et thérapeutiques, en industrie et en artisanat [22].
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Ce produit est utilisé dans la fabrication des produits & usage externe comme les gouttes
pour le nez, les sirops anti toux, les dentifrices, lotions, pommades, créemes et huiles

corporelles, shampooings ou produits nettoyants pour la peau.

Les produits de soins du corps a la propolis sont appliqués sur les plaies, cicatrices,
inflammations et affections musculaires, ils permettent de lutter contre 1’eczéma, le
psoriasis, les verrues, les champignons, 1’épaississement des ongles ou encore les mycoses

entre les orteils (pied d’athléte) [14].

I-6-2-3- Technologie alimentaire

Les activités antioxydantes, antimicrobiennes et antifongiques de la propolis offrent des

possibilités pour les applications de la technologie alimentaire.

Un avantage particulier est que, contrairement a certains conservateurs classiques, les
résidus de la propolis semblent avoir un effet généralement bénéfique sur la santé humaine.
Cependant, trés peu d'études ont été menées sur les effets secondaires possibles
d'augmentation de la consommation de la propolis. Individuellement, certains des
composants identifiés dans la propolis peut étre trés dommageable pour la santé humaine
[23].

UAMOB Page 12



Chapitre I
Composition et
propriétés de la
‘propolis



Chapitre 11 Composition et propriétés de la propolis

La propolis est un produit de I'abeille connue pour ces propriétés biologiques et les
propriétés pharmacologiques depuis des siécles. Il a été largement utilisé dans la médecine
traditionnelle et aussi, en raison de ses propriétés antibactériennes, antiseptique, anti-
inflammatoire, anesthésique et activités, dans la médecine complémentaire. La propolis est
devenue l'objet de nombreuses études élaborées et mises en ceuvre partout dans le monde
afin d'analyser sa composition chimique ainsi que ces propriétés médicinales [24], qui
varie principalement en fonction de son origine, ce qui a son tour, entrainent des

changements dans son l'activité [24].

I1-1- La composition de la propolis

La propolis est une substance tres particuliere, visqueuse, brune et parfumee. Les
abeilles en colmatent les trous et fissures des parois de ruche et en enduisant finement les
cellules a fin de protéger le couvain a naitre. Les abeilles se servent par ailleurs de la
propolis pour modifier I’ouverture de la planche de vol, qu’elles rétrécissent en préversion
d’un hiver rigoureux. Elles enduisent également les parois intérieur de leur habitat et
collent les parties détachées de la ruche avec de la propolis. La propolis est un atout

lorsque des abeilles voyagent [14].

La composition de la Propolis dépend de I'espece des abeilles et le type de végétation

présente dans cette géographique région, et par la saison de collecte [25].

A notre connaissance et de nos jours nous trouvons jusqu’a 270 molécules différentes

dans la propolis. Mais de maniere générale :

v" Résines et baumes 55% ;

Huiles essentiels 7% ;

Cire 30% ;

Pollen 3% ;

Divers 5% (vitamines et acides aminés) [26] ;

Acides organiques : benzoique et gallique ;

NN N N N RN

Aldéhydes aromatiques : vanilline, isovanilline [27].
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M autres

Figure 11-1: Composition générale moyenne de la propolis [28].

De nombreuses études ont démontré que la propolis était une source importante de

polyphénols, et notamment de flavonoides.

11-1-1- Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le
regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la

croissance, ou la production.

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements

hydroxyles.

Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux noyaux benzéniques A et
B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composeés différent les uns des autres par la
position des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de 1’élément central et par la
position, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la nature de la
liaison hétérosidique. Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules

d’acétyl-coenzyme A et de phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une
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grande diversité de molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe,
d’un tissu particulaire [29].

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment a cause de leurs effets
bénéfiques sur la santé. En effet, leur role d'antioxydants naturels suscite de plus en plus
d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires et neurodégénératives. lls sont également utilisés comme additifs pour

I'industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique [30].

11-1-2- Les flavonoides

Le mot « flavonoide » a été introduit en 1952 par HINREIER pour désigner tous les
pigments ayant un squelette C6-C3-C6 analogue a celui des flavones, lui-méme dérivant

du Latin flavus qui signifie jaune.

Les flavonoides sont presque toujours hydrosolubles, ils sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits, et parfois des feuilles. Tel est le cas des flavonoides jaunes
(chalcones, aurones, flavonols jaunes), des anthocyanosides rouges, bleus ou violets.
Quand ils ne sont pas directement visibles, ils contribuent a la coloration par leur rdle de
co-pigment : tel est le cas des flavones et des flavonols incolores co-pigmentant et

protégeant les anthocyanosides.

Dans certains cas, la zone d’absorption de la molécule est située dans le proche
ultraviolet : la coloration n’est alors percue que par les insectes qui sont ainsi efficacement
attirés et guidés vers le nectar et donc contraints a assurer le transport du pollen, condition

de la survie de I’espéce végétale.

Les flavonoides sont également presents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles, assurant ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs du

rayonnement ultraviolet [31].
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Figure 11- 2 : Structure de base des flavonoides [29].

Les éléments actifs de la propolis sont les flavonoides, les acides ferriques, les huiles
essentielles et les caroténoides. Les autres matieres qui la composent sont les cires

botaniques et les cires d’abeilles (environ de 30%) ainsi que des matériaux bruts.

Les résines, gommes et les cires botaniques récoltées par les abeilles proviennes
toujours de sorte d’arbres différents ayant chacune son propre types de résine. La propolis
variée donc énormément de son origine végétale et géographique. Les flavonoides ont

touts la méme formule chimiques mais différent néanmoins les unes des autres.

C’est pourquoi on les utilise pour identifier 1’origine géographique ou botanique de
miel [14].

I1-2- Les propriéetés physico-chimiques

La propolis est un produit facile a conserver, quelle que soit la forme sous laquelle elle
se présente. Il est toutefois préférable de la conserver dans des récipients hermétiques, a
I’abri de la lumiére, de I’humidité et de la chaleur. Pour bénéficier de toutes ses

propriétés, il est recommandé d’utiliser la propolis aussi fraiche que possible [12].

La couleur de la propolis varie du jaune ou noire avec des teintes rougeatres et verte,

son odeur est aromatique avec un mélange de résine, de cire, de vanille et de miel.

Sa consistance devient celle de chewing-gum quand on mastique la propolis. Mais la
propolis colle aux dents dans les premiéres instantes. La température fait varier la
consistance a faible température, moins de 10°C, la propolis est dure et friable tandis que

30°C, elle va ramollir, et devient malléable, souple et collante vers 65°C, elle fond.
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La propolis ne se dissout pas dans 1’eau mais dans ’alcool. Sa dissolution dans 1’alcool
permet d’éliminer les morceaux de cire et d’autres impuretés [32]. Et la densité elle est de

I’ordre de 1,2 en moyenne [7].
11-3- Propriétés pharmacologique

De nos jours, une multitude d'études scientifiques ont été menées sur la propolis dans le
but de mettre en évidence les nombreuses propriétés physico-chimiques et
pharmaceutiques qui lui ont été assignees de maniere empirique. Les divers travaux rendus
publics au cours de ces 30 derniéres années ont permis de démontrer les bénéfices d'une

utilisation thérapeutique de la propolis tant sur le plan préventif, qu'au niveau curatif [33].

11-3-1- Propriétés antibactérienne

Des travaux ont mis en ¢évidence I’action antibactérienne, antifongique et

antiprotozoaire de la propolis.

L’association avec des antibiotiques classique permettrait de réduire les phénomeénes de

résistance et de baisser les dosages de ces produits.

Son spectre antibactérien est tres large, en agissant sur les staphylocoques
(staphylococcus aureus résistant a la méthicilline), les streptocoques (streptococcus mutans
implique dans les caries dentaires), Helicobacter pylori, les Bacillus, les salmonelles au

encore les microcoques.

Cette action est essentiellement due aux flavonoides certaines molécules aromatiques et
a l’acide cinnamique. D’aprés une étude japonaise, la propolis inhiberait la croissance
microbienne en bloquant la division cellulaire et en détruisant la paroi bactérienne, et ceci

principalement sur les bactéries a Gram positif [34].

11-3-2- Propriétés antifongique

La propolis est également antifongique. Des propolis de plusieurs origines (Nouvelle
Zelande, Brésil, Japon) ont été testées sur des cultures de Trichophyton mentagrophytes et
de Candida albicans. Toutes ont eu une activité antifongique. Cependant, elles sont moins

efficaces sur Candida albicans que ne 1’est I’HE de Thym a thymol.

Cette étude a permis d’observer les molécules majoritairement présentes dans ces

propolis et qui pourraient étre a 1’origine de 1’activité antifongique [16].
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Pour les propolis du Brésil, les principaux composants sont I’artepilline C et la
drupanine. Pour celles de Nouvelle-Zélande, il s’agit de la pinocembrine, la galangine et
I’alkylphénol. En revanche, aucune molécule ne s’est véritablement démarquée dans la

propolis de Chine.

Les propolis d’autres origines telles que la France, 1’Allemagne ou 1’Autriche ont
montré une activité antifongique sur Candida albicans avec une efficacité plus importante

pour celles d’Allemagne et d’Autriche.

La synthese des études précédemment citées démontre que 1’activité antifongique est
liée a la présence de : pinocembrine, pinobanksine, acide caféique, ester benzylique,
sakuranetine, artepilline C, drupanine et ptérosilbéne [16].

Millet-Clerc et al ont rapporté que la propolis a présenté une activité antifongique
importante contre Trichophyton et Microsporum en présence de propyléne glycol, qui

interagit de maniere synergique a une concentration de 5%.

Des combinaisons de certains médicaments antimycosique de la propolis (10%) ont
augmenté leur l'activité sur des levures Candida albicans. Le plus grand effet synergique
contre la plupart souches a été obtenu lorsque la propolis était ajoutée aux medicaments

antifongiques qui expriment par Holderna et Kedzie en 1987.

Valdés et al, ont testé 30 échantillons de la propolis produits a Cuba contre 2 souches
de C. albicans. Lisa et al a vérifié I'activité antifongique d’extraits de la propolis (10%
dans I'éthanol) contre 17 des agents pathogenes fongiques. L'EEP inhibée Candida et les
dermatophytes testés. Fernandes junior et al a évalué 1’activité antifongique des EEP contre
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis et C. guilliermondii; 98% des échantillons de

champignons sont sensibles a des concentrations d’EEP inférieures a5,0% [35].

Lori a observé dans les testes in vitro, les concentrations de propolis de 5 ou 10% a
empéché la croissance de Trichophyton verrucosum. L'activité antifongique de la propolis

était observee chez certains champignons de plantes in vitro par Marcucci en 1995 [35].
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11-3-3- Propriétés antioxydante

Le terme « antioxydante » est entré dans notre quotidien a travers notre alimentation.
C’est un argument de vente pour beaucoup de produits et compléments alimentaires.
D’aprés les connaissances scientifiques, les antioxydantes permettent de prévenir de

nombreuses maladies de types dyslipidémie, hypercholestérolémie, diabéte [16].

Une antioxydante est une molécule capable de ralentir ou de prévenir I'oxydation des
autres molécules et ainsi d'éviter de tels changements. L'effet antioxydant correspond a peu

pres a l'activité anti-inflammatoire et hépatoprotecteur.

Bien que le contenu phénolique semble varier en fonction de l'origine botanique, des
effets antioxydant pour la plupart des types de la propolis ont été rapportés.

Par rapport au pollen et la gelée royale, des extraits de la propolis présentaient la plus

forte activité antioxydante.

Dans une étude portant sur la propolis de différente origine géographique et botanique,
il a été constaté que l'activité antioxydante est bien corrélée avec la concentration totale en

polyphénols [36].

Des essais de capacité antioxydante peuvent étre grossierement divises en deux
catégories, en fonction de la réaction chimique impliquée: transfert d'hydrogéne atomique
(HAT) et le transfert d'un électron (SET) réactions basées sur des essais.

Les essais a base de HAT surveiller la cinétique de la réaction de compétition (ie, le
dosage de I'oxygene de la capacité d'absorption des radicaux (ORAC) et le dosage des
parametres totale de I’antioxydante a piégé les radicaux (TRAP)). Les essais basés sur
SET-impliquent une réaction redox avec l'oxydant (ie, Trolox équivalent antioxidant
capacity, TEAC), Essai de la réduction du fer du plasma (FRAP), test a base de DPPH, le
cuivre (1) la capacité de réduction, et le dosage des composés phénoliques totaux par
Folin- Ciocalteu (FC).

Les techniques électrochimiques permettent I'évaluation de I'activité antioxydante ainsi
que la mesure de la quantité totale des espéces antioxydantes présentes dans 1’échantillon,
offrant des avantages par rapport aux autres méthodes en raison de la vitesse, la simplicité

et réduction de la consommation de réactifs analytiques.
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En ce qui concerne la recherche de la propolis, certains travaux ont été déja faits en
utilisant des méthodes électrochimiques, principalement dans I'évaluation de l'activité
antioxydante par flux ampérométrique analyse par injection, voltamétrie cyclique, et

polarographie [15].

11-3-4- Propriétes anticancéreuse

Dans nos sociétés modernes, les cancers demeurent une cause majeure de mortalité et
les traitements anticancéreux présentent de nombreux effets secondaires. Aussi, les patients
sont en demande de traitements complémentaires naturels, susceptibles d’améliorer la

qualité de vie lors de chimiothérapies lourdes [37].

La propolis, tout comme le miel, a fait I'objet de nombreuses études en raison de ses
propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antiviraux et hepatoprotective. Plus

récemment, la propolis a été étudiée pour ses activités anticancéreuses potentielles [38].

La propolis présente a cet égard un réel intérét pour de nombreux types de cancer. La
prise de la propolis lors de chimiothérapie ou de radiothérapie permet de diminuer les
effets secondaires des traitements, en particulier d’améliorer I’immunité des patients par un
effet positif sur les cellules sanguines. L’efficacité antiseptique de la propolis offre en plus

une bonne protection contre de nombreux germes chez des patients fragiles [37].

Par ailleurs, des études in vitro ont montré que la propolis inhibe la multiplication de
plusieurs lignées de cellules cancéreuses. L’efficacité de cette inhibition dépend de la
composition de la propolis qui varie selon les sources des plantes. Des récentes recherches
ont mis en évidence I’importance des dérivés de I’acide caféique dans cet effet cytostatique
[37].

La propolis est un mélange riche en polyphénols, des flavonoides aglycones, des acides
phénoliques et leurs esters et aldéhydes phénolique et cétones. Les composés poly
phénoliques sont connus pour avoir l'activité anti-carcinogéne sur les modeles de tumeurs
murines. De plus, l'acide caféique, CAPE [34], et la quercétine peuvent inhiber la
croissance des cellules cancéreuses. La suppression de la croissance tumorale eétait
susceptible d'étre en raison de sa propre cytotoxicité directe ainsi que le renforcement

immunité et I'inhibition de la peroxydation des lipides.
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.....

cellules cancéreuses. L'apoptose est un mécanisme naturel de réguler la mort cellulaire a

divers stades de développement et fonctionnel.

L'intérét thérapeutique de la propolis pour anticancéreux est di a sa capacité a ressort
induire l'apoptose, bien que le mécanisme dépendant du type et de la concentration de
I’extrait de la propolis [38].

11-3-5- Propriétés anti-inflammatoire

L'inflammation, le premier systéme de défense physiologique dans le corps humain
peut protéger contre les blessures causées par des blessures physiques, des poisons, etc.
Ce systeme de défense a également appelé a court terme I'inflammation peuvent détruire
des micro-organismes infectieux, éliminer les irritants et maintenir physiologique une

physiologie réguliére, a savoir, I'asthme normale et la polyarthrite rhumatoide.

La monnaie et large du traitement inflammatoire est utilisé des AINS médicament.
Mais alors que la majorité des AINS ont donc irritation gastro-intestinale naturelle
substances ayant un effet anti-inflammatoire et un effet secondaire mineur peut étre

aussi un effet bénéfique remplacement de ces médicaments.

Dans certains pays, la propolis est utilisé pour le traitement de différentes maladies,
telles que odontologique, dermatologiques et troubles gynécologiques, dans laquelle
I'inflammation et la douleur sont des éléments importants. Piégeur de radicaux libres
générés par les neutrophiles dans les processus inflammatoires, est le principal
mécanisme de médicaments anti-inflammatoires classiques, et est également une

propriété connue de la propolis [39].

L’effet anti-inflammatoire de la propolis est dose-dépendant. Son mécanisme
est sensiblement proche de celui de I’aspirine. Les extraits aqueux montrent de

meilleurs résultats et de nombreux flavonoides y cooperent certainement.

Cet effet est di a son action inhibitrice (principalement celle des flavonoides
qu’elle contient) sur la prostaglandine synthétase, empéchant ainsi la synthese

des prostaglandines, composants responsables de la réaction inflammatoire.

Plusieurs mécanismes d’actions ont été proposés : inhibition de 1’activation de certaines

molécules du systéeme immunitaire (IL-6) et inhibition de certaines enzymes impliquees
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dans la voie métabolique de I’inflammation (cyclo-oxygénase, lipo-oxygenase,
myéloperoxidase, NADPH-oxydase, ornithine décarboxylase).Le CAPE s’est révélé étre
le plus puissant modulateur du métabolisme de 1’acide arachidonique a la base de la

synthese des leucotriénes et des prostaglandines pro-inflammatoires.

La cire de la propolis provenant des résidus solides de la fabrication des teintures
de la propolis, possede encore des constituants actifs. Son utilisation sous forme

de cataplasme donne de trés bons résultats [11].

11-3-6- Propriétés antivirale

Les études ont montré que la propolis et/ou ses constituants étaient efficaces contre de
nombreux virus : myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus, adénovirus. Ainsi, la
propolis et certains de ses constituants (apigénine, chrysine) possedent un effet
prophylactique contre le virus de la grippe, en atténuent les symptémes a travers une action
antineuraminidase. La propolis de peupliers et 1’'un de ses principaux composés, 1’ester
phényléthylique d’acide caféique (CAPE), ont un potentiel anti-VIH (comme agent anti-
intégrase du virus) et un effet additif avec I’AZT (inhibiteur de la transcriptase inverse).
Des cremes a base de la propolis se sont révélées efficaces pour réduire les durées des
Iésions, les douleurs et augmenter les intervalles entre deux épisodes d’herpés labial et

génital [40].

11-3-7- Propriétés cicatrisante

Les vertus cicatrisantes de la propolis sont connues depuis I’antiquité. Utilisé au
cours des siécles, la propolis a démontré qu’elle posséde un effet stimulant sur le
métabolisme cellulaire épidermique, les vaisseaux, la formation du collagéne grace a un

phénomene de stimulation fibroblastique [11].

En effet, la propolis accélere la régénération de différents tissus abimés : c’est le
cas notamment de la pulpe dentaire, des tissus hépatiques ou du tissu 0sseux, comme

I’ont suggéré des etudes réalisées sur I’animal [11].
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11-3-8- Propriétés anti-infectieuse

Elle présente des propriétés antimicrobiennes (antibactériennes, anti-fongiques, anti-
parasitaires et antivirales) et probablement immunostimulantes : elle active les fibrocytes et

inhibe 1’histaminosécrétion des mastocytes [41].

11-3-9- Propriétés digestives

Elle est inhibitrice des spasmes des voies digestives. Elle protége 1’estomac contre des
Iésions induites par [D’éthanol. L’extrait de la propolis agirait en inhibant la

lipoxygenase et protége la muqueuse gastrique du stress oxydatif.

L’ester phényléthylique du CAPE de la propolis atténue les symptémes de la colite
induite par le peptodoglycane-polysaccharide bactérien en inhibant les NF-Kappa B
produites dans les macrophages, réduisant ainsi la production de cytokines pro-

inflammatoires [42].

11-4- Propriétés biologique

La connaissance des propriétés biologiques de la propolis a permis, au cours de ces
dernieres années, son utilisation avec des résultats satisfaisants en thérapeutique humaine
et vétérinaire, en dermatologie, gynécologie, stomatologie et dans le traitement de diverses

maladies infectieuses [42].

Les nombreuses propriétés biologiques de la propolis sont reconnues depuis déja
plusieurs siécles. En effet, elle était utilisée déja 300 ans avant Jésus-Christ pour concocter

les remeédes [43].

La propolis stimulé la régénération des tissus de mammiferes, comme il a causé une
forte activation de la mitose des cellules cultivées in vitro et amélioré la biosynthese des

protéines.

Extraits de la propolis ont été étudiés pour l'activité cytostatique in vitro par Scheller et

al.

Etude chimique et pharmacologique de la propolis provenant de divers endroits étaient
une enquéte par Papay et al en 1997.

Des travaux expérimentaux de Stojko et al et Haldon et al, ont montré que la propolis

accélérés le processus ostéogénique et le processus de régénération des différents tissus.

UAMOB Page 23



Chapitre 11 Composition et propriétés de la propolis

Matsuno a isolé les substances tumoricides de la propolis brésiliens [4].

Strehl et al ont montré que les extraits éthanoliques et aqueux de la propolis indiquent
I’importance des fonctions anti-inflammatoire ainsi que des activités antibiotiques, ou
I'extrait aqueux de la propolis inhibe I'enzyme dihydrofolate réductase, cette activité

d’inhibition peut étre au moins partiellement en raison de la teneur en acide caféique [44].

Krol et al (1990) a suggéré que l'extrait éthanolique de la propolis (EEP) a des
propriétés médicales remarquables, y compris la protection des souris contre gamma-
irradiation. 1ls ont dit que cet effet antioxydant est partiellement di a sa haute teneur en
flavonoides [45].

I11-5- Autres activités

La propolis a de nombreuses autres activités biologiques y compris [l'activité
immunostimulante. Elle a un effet antimutagene contre différents agents mutagénes
environnementaux tels que la 4-nitro O-phénylénediamine, le 1-nitropyrene, le 2-amino-3-

méthylimidazo [4,5-f] quinoléine et le benzo [a] pyrene [46].

Hartwich et al ont utilisé la propolis dans quelque traitement des patients opérés pour
un goitre, les patients avec blessures et ulcérations difficiles a guérir et les patients avec
inflammation non spécifique par voie rectale. Ils ont également teste I'efficacité de la
propolis en tant que moyens complémentaires de [I'éradication de traitement de

I'Helicobacter pylori [47].
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Partie expérimentale Matériels et méthodes

Notre démarche expérimentale a été résumée a travers le diagramme comme suit :

Matiere premiere

4

La propolis de la région de Bouira

Extraction éthanolique de la propolis & 1’abri de

la lumieére et a température ambiante

@ Déterminations des

Le rendement en Teneurs en :
extrait

*Polyphénols totaux

v *Flavonoides totaux

Evaluation de I’activité

biologique de I’extrait de la

propolis

Activité antioxydante Activité antioxydante
Par DPPH par voie

électrochimique

Organigramme de I’étude expérimentale.
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I11-1- Matériels et méthodes

I11-1-1- Présentation de la matiere premiere

L’échantillon de la propolis est de 1’origine de la wilaya de Bouira exactement de
village de Beni Hamad, récolté en février 2016 par des grilles de la propolis, avec une

quantité de 20 g, caractérisé par une couleur brune et une odeur parfumée. La conservation

de notre échantillon a été faite a froid dans le refrigérateur a 4 °c.

Figure 111-1-1 : La propolis de Bouira (Beni Hamad).

111-1-2- Appareils et produits chimiques

Appareillages

Balance ;

Spectrophotometre (type Spectronic 20 Genysis TM) ;
Vortex ;

Potentiostat/Galvanostat( référence 3000 ZRA).
Réactifs

Carbonate de sodium ; Chlorure d’ Aluminium (AICI3) ; Nacl ; Réactif de Folin-Ciocalteu ;
DPPH proviennent tous de Sigma-Aldrich. Les autres réactifs et solvants Ethanol ;

Méthanol, ont été obtenus de Prolabo.
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111-1-3- Extraction éthanolique de la propolis

L'extraction a été effectuée comme décrit précédemment par (Eraslan et al en 2004), et
la méthode d’extraction que nous avons adopté est la macération a partir d'une quantité
bien déterminé 20 g de la propolis mis en contact avec 67 ml de 1’éthanol 70% a
température ambiante et a 1’abri de la lumiere avec agitation de temps en temps, pendant
un jour, puis on fait la filtration et I’opération est répétée 03 fois successivement. L’extrait
obtenu est appelé Extrait Ethanolique de la Propolis (EEP), I’extrait est mis dans des boites
de pétris, et évaporée dans un étuve a 40 °C pour obtenir un extrait sec et facile a
manipuler. Aprés deux jour 1’extrait est récuperé se forme des cristaux, puis conserve a 4

°C et a I’obscurité jusqu’a son utilisation.

Figure 111-1-2 : Méthode d’extraction de la propolis.

a : Mélange d’éthanol et de la propolis ; b : Filtration; ¢ : Récupération de volume d’EEP ;
d : L’extrait dans des boite de pétries ; e : Séchage de I’extrait; f : EEP sec;

g : Grattage de la propolis séche ; h : Remplissage ; i : Récupération finale d’EEP.
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111-1-4- Détermination du rendement

C’est la quantité des composés ou substances pouvant étre extraites par un solvant

typique dans des conditions spécifiques [48].

Le rendement est calcule a partir de cette équation :

R%=(Me/Mv) x100

Considérons :

o R% : Rendement par rapport au poids de la propolis utilisée ;
o Me : Poids en gramme des cristaux ;

o My : Poids en gramme de la propolis.
111-1-5- Analyses quantitatives de I’extrait

Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires ont

été effectuées sur les extraits de la propolis par le spectrophotometre.
111-1-5-1- Dosage spectrophotometrique
111-1-5-1-1- La spectrophotométrie
Définition
La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une structure chimique donnée en solution, plus cette

espece est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalité

énoncées par la loi de Beer— Lambert.

UAMOB Page 28



Partie expérimentale Matériels et méthodes

Figure 111-1-3 : Le spectrophotomeétre

Diaphragme Cellule photoélectrigue  Afficheur

Source polychromatique #,r"”I" I / l
! >, 024 A

™~ tchantillon \Ampliﬁcateur

Monochromateur Cuve

Figure 111-1-4 : Le principe de spectrophotomeétre [1].
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e Principe

Le principe repose sur 1’absorption de la lumiére par les espeéces chimiques, 1’appareil
comporte une source de lumiére blanche, un systeme dispersif permettant de sélectionner
la longueur d’onde de la radiation et un systeme détecteur permettant la mesure de
I’intensité lumineuse de la radiation monochromatique traversant la solution. Le
spectrophotometre effectue une comparaison entre les intensités lumineuses incidentes et

transmises et permet par I’intermédiaire d“un circuit électronique d’afficher I’absorbance.

A=¢cl

AVEC:

o A : Absorbance sans unite;

o &: Coefficient d'extinction (qui dépend de la longueur d'onde);

o |: Longueur du trajet optique (en cm), qui correspond a I’épaisseur de la
cuve de mesure ;
o C: Concentration du soluté (l'unité dépend de celle du coefficient

d'extinction).

Pour valider la loi de Beer-Lambert il faut travailler en lumiére monochromatique, les
solutions utilisées doivent étre diluées, homogenes, et le soluté ne doit pas donner des

réactions sous 1’effet de la lumiére incidente [49].

111-1-5-1-2- Dosage des polyphénols totaux
e Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton
et Rossi (en 1965) avec le réactif de Folin—Ciocalteu. Le réactif est formé d’acide
phosphotungestique H3PW1,04 et d’acide phosphomolybdique HzPMo01,04, qui sont
réduits lors de 1’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (WsO,3) et de
molybdéne (MogO3), ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur
d’onde de I’ordre 760 nm [29, 50].
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111-1-5-1-3- Préparation de la gamme d’étalonnage

-Peser 10 mg d’acide gallique;

-Les dissoudre dans 10 ml de méthanol, soit une solution (S1) avec une

concentration de Img/ml ;

-Diluer la solution mére comme suit : volume totale 500 pl (Tableau 111-1-1).

Tableau I111-1-1 : Dilution de la solution mére du dosage de I’acide gallique.

[C] 10 |20 40 60 80 100 120 140
Vem () |5 10 20 30 40 50 60 70
Vea () |[495 | 490 480 470 460 450 440 430

» Mode opératoire

Les polyphénols totaux sont dosés de la maniére suivante:

A l'aide d'une micropipette, 100 ul de I’extrait de la propolis (1mg/ml) ont été introduit

dans 03 tubes a essais (triplicata). Puis 500 ul de Folin — Ciocalteu dilué 10 fois dans H,O

distillé (v/v) a été ajouté dans chaque tube. Agiter vigoureusement puis laisser agir 4 min

avant d’ajouter 400 ul de Na,CO;3 (7,5 %). Apres 2 heures d’incubation a tempeérature

ambiante et a 1’abri de la lumiére.

L'absorbance de chaque solution a été déterminée a partir du spectrophotometre UV-

visible (Spectronic 20 Genysis TM) a 765 nm. La lecture de la densité optique a 765 nm,

des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de l'acide

gallique. Le blanc est representé par 100 ul de chaque concentration avec 1’ajoute de 400
ul de NaCOgz additionné du 500 pul, de H,O distillée.

Toutes les mesures sont réalisées en triplicata.
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+ Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon ’acide gallique et

exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug
EAG/mg).
I11-1-6- Dosage des flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI5) cité par Djeridane et al [51], et Boudiaf

[52], est utilisee pour quantifier les flavonoides dans notre extrait.
e Principe

1 ml de D’extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions

convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCl; (2% dans le méthanol).

Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été lue apres 10

minutes d’incubation [53].

111-1-6-1- Préparation de la gamme d’étalonnage

- Peser 2,5 mg de quercétine.

- Les dissoudre dans 1ml de méthanol, soit une solution (S2).

- Diluer la solution mére dans une fiole qu’on compléte a 50ml de méthanol, ce qui
donne une concentration de 50 pg /ml.

- Le volume total est de 5 ml.

- La préparation de la courbe d’étalonnage des flavonoides est illustrée dans le
tableau ci-dessous.

Tableau I111-1-2: Dilutions de la solution mére pour le dosage de la quercétine.

[C] (ug/ml) || 1 2 5 7 10 15 20 |40
Ve (ml) 0,1 0.2 05 [o07 |1 15 |2 4
VMoH(mI) 4,9 4.8 45 |43 |4 35 |3 1
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» Mode opératoire

Dans des tubes & essais introduire 1ml de chaque dilution d’échantillon, aprés 4 min,
ajouter 1ml de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 2%, le mélange obtenu est

incubé a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant environ 10 min.

Le blanc est representé par 1ml de I’extrait a laquelle on ajoute 1ml de méthanol, toutes

les opérations sont réalisées en triplicata.

L’absorbance du mélange obtenue est mesurée par un spectrophotomeétre UV-visible a

430 nm, apres agitation et repos de 10 min.

Un standard de calibration a été préparé en utilisant des solutions de quercétine des
différentes concentrations, pour déterminer la concentration en composés flavonoiques

dans I’extrait de la propolis.

+ Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = a x + b) réalise par un standard étalon "la quercétine” a différentes
concentrations dans les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en

milligramme par g d’extrait (mg/g).

I11-1-7- L’activité antioxydante

Ces dernieres années, 1’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs

propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement.
Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer D’activité antioxydante,

Certaines d’entre elles reposent sur la capacité réductrice d’un composé comme un
indicateur significatif de son potentiel antioxydant, d’autres reposent sur la mesure de la

capacité d’une substance a piéger les composés radicalaires [54, 55].

Dans la présente étude, I’activité antioxydante des extraits éthanolique de la

propolis étudiées a été déterminée en utilisant deux méthodes différentes :

» La premiére est 1’évaluation du pouvoir antiradicalaire en mesurant le
pourcentage de neutralisation du radical DPPH par les antioxydants présents

dans I’extrait éthanolique de la propolis étudiée.
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» La deuxieme méthode par [I’estimation de 1’activité antioxydante par voie

électrochimique.
111-1-7-1- Méthode de réduction du radical libre DPPH

% Test DPPH

e Principe
(1,1 DiPhenyl-2-Picryl Hydrazyl) par un antioxydant peut étre suivie par spectrometrie

UV- visible, en mesurant la diminution de I'absorbance a 517 nm provoquées par la
présence de I’extrait. Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsqu’on lui associe
avec un proton. Cette décoloration est représentative de la capacité des composés a piéger

ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques [56].

Dans ce test, le substrat d'oxydation est un radical stable qui, en réagissant avec une
molécule d'antioxydant, se transforme en DPPH-H [56], (1,1-diphenyl-2-(2,4,6-
trinitrophenyl) hydrazine (DPPH?).

Cette réduction peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la diminution de
I’absorbance a 517 nm. Le systéme est trés utilisé car il est rapide, facile et non colteux
[56].

Ce test permet alors d'obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de

différentes substances de notre extrait [56].

NO,

Antioxydant

O,N N—N ———> 0N N:H—N

NO,

Figure 111-1-5: Réduction du radical DPPH [57].
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» Mode opératoire

La Capacite du radicale libre a été mesurée en utilisant le 1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) (Bondet, Brand-Williams, et Berset, 1997) [58], avec des
modifications.

Une solution méthanolique de 0,004% de DPPH est mélangée avec différentes
concentrations des extraits de la propolis. Dans des tubes a essais on a introduit 0,05 ml de
chaque dilution de notre extrait, et on ajoute 1,25 ml de solution méthanolique de DPPH.
Le mélange réactionnel a eté secoué immédiatement, puis il est maintenu a 1’obscurité
pendant 30 minutes & une température ambiante pour que la réaction accomplisse.

L’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 517 nm, et le méthanol a été utilisé
comme témoin.

Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.
* Expression des résultats

En présence d’un antioxydant la force d'absorption est diminuée et la décoloration

résultante est steechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que 1’activité anti -radicalaire ou I’inhibition

des radicaux libres en pourcentages (I %).
e Calcul des pourcentages d’inhibitions

L’¢évaluation de I’activité antiradicalaire en utilisant la méthode DPPH est exprimée en :

1(%) = [1— (i—;)] x 100

Soit :

o 1 (%) : pouvoir d’inhibition en % ;
o Ay: absorbance de la solution de DPPH en absence de 1’extrait ;

o Au: absorbance de la solution de DPPH en présence de I’extrait.
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e Détermination quantitative du pouvoir antiradicalaire

Afin de déterminer le pouvoir antiradicalaire des extraits et de composé de référence
(BHT), nous avons tracé les courbes de la variation du pourcentage d’inhibition (I %) en
fonction de la concentration massique (g/l) (Figures 111-2-3 et 111-2-4),

e Calcul des ICsg

ICsp est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical
DPPH, les ICsy sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes
tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions

testées et les standards.

I11-1-7-2- Technique électrochimique utilisée pour déterminer Pactivité antioxydante

L'électrochimie est une bonne méthode pour étudier des réactions comportant des
transferts d'électrons car elle permet d'obtenir les especes oxydées ou réduites sans ajout

d'agent oxydant ou réducteur.

C'est au cours du XIX “™ siécle que nait et se développe I'électrochimie. En effet aprés
la réalisation d'une pile capable de produire une tension et de délivrer un courant

électrique, des expériences portant sur des dépbts métalliques vont étre réalisées.

Au cours du XIX ™ siecle I'électrochimie apporte une véritable révolution chimique
ouvrant I*® de la chimie moderne. Au cours de ce siécle, cette science a permis de mettre
en place des procédés électrolytiques dans l'industrie. Les connaissances théoriques ont
évolué principalement au cours de la deuxiéme moitié du XIX ™ siécle, puis au début du
XX ™ siecle la théorie de la cinétique électrochimique va étre développée. Aprés la
seconde guerre mondiale de nombreux travaux ont été réalisés conduisant a la

connaissance actuelle des processus électrochimiques.
L'électrochimie permet d'analyser les liens qui existent entre la chimie et I'électricité.
Elle traite des réactions ou interviennent un ou plusieurs électrons, en particulier les

réactions d'oxydoréduction.

La connaissance des caractéristiques fondamentales d’une réaction électrochimique se
fait au moyen de la mesure des variations du courant en fonction du potentiel appliqué aux

bornes d’une cellule d’¢lectrolyse (system hors équilibre). La détermination expérimentale
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de la relation entre le courant et le potentiel d’électrode se traduit par 1’obtention des

figures appelées voltampérogrammes. Elle est I’objet de la voltampérométrie [59].

111-1-7-2-1- Techniques électrochimiques voltampérométriques

Les méthodes voltampérométriques les plus anciennes et les plus simples sont celles a
balayage linéaire, le potenticl de 1’électrode de travail variant de 2 a 5 mV par seconde, le
courant de l’ordre du microampére, est simultanément enregistre sous forme d’un
voltampérogrammes qui est un graphique du courant en fonction de potentiel appliqué a
I’électrode de travail [60], la voltampérométrie a balayage linéaire s’effectué dans un

appareil appelé potentiostat illustrée dans la figure 111-1-6 .

courant
<10” A

D)
C Electrode de

reféremce

Electrode de
travail

Electrode
auxiliaire

Figure 111-1-7: Représentation schématique du circuit électronique d’un potentiostat
[61].
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111-1-7-2-2- Les électrodes

v' L’électrode de travail
Est une microélectrode de petite surface d’ordre de cm? dont la surface sert de site
pour la réaction de transfert d’électrons et est donc le cceur de tous systémes
voltammeétriques.
L’électrode tournante : animée d’un mouvement de rotation, dans le bute de se
placer dans les conditions expérimentales d’un régime de diffusion.
La nature de 1’¢lectrode de travail sera choisie principalement en fonction de son
domaine de polarisation, la fenétre de potentiel dans laquelle 1’oxydoréduction d’un
composé est mesurable [59].

v' L’électrode de référence
Est le deuxiéme composant-clé de toute cellule voltammeétriques. Cette électrode
possede un potentiel spécifique et constant, ce qui permet d’imposer un potentiel
précisément défini a 1’électrode de travail. Ceci est important, étant donné que le
potentiostat ne permet de controler que la différence de potentiel imposé entre deux
électrodes. Notons également que de ce fait il est indispensable de mentionner la
nature de 1’électrode de référence utilisée pour toutes mesures voltammeétriques
[61].

v L’électrode auxiliaire (contre électrode)
Elle permet d’assurer le passage du courant dans le systéme trois électrodes et sa
mesure. Elle est formée d’un matériau inerte chimiquement et est dotée d’une

surface suffisante pour ne pas limiter le passage du courant [62].

111-1-7-2-3- La solution

La solution contient le solvant (eau), un électrolyte inerte en grande concentration pour
assurer le flux de courant dans la solution par transport de ses ions, et le (ou les)
composé(s) a analyser (aussi appelé depolariser) qui subit la réaction redox a la surface de
I'électrode de travail [59].
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111-1-7-2-4- Composants et principes de la VVoltampérométrie linéaire
e Principe

La méthode voltampérométrique de dosage consiste a appliquer une différence de
potentiel variable entre une électrode de référence et une électrode indicatrice, souvent

appelée électrode de travail au contact de laquelle va se produire une réaction de type :
Ox + ne —Red (ou I’inverse).

Lorsque le potentiel de I’¢électrode de travail atteint une valeur telle qu’une espéce (le
dépolarisant) présente dans la solution étudiée, est réduite ou oxydée, I’intensité qui passe
dans le circuit extérieur a cette cellule comprenant les deux électrodes croit brusquement.
Dans la pratique, afin qu’aucun courant ne transite par 1’¢lectrode de référence, on utilise
un montage comportant une troisieme électrode appelée électrode auxiliaire, en métal
noble ou en carbone et un électrolyte inerte (électrolyte support) pour rendre le milieu
conducteur. La microélectrolyse ainsi réalisée pendant le dosage est de courte durée.

En résumé, en réalisant un balayage en tension, croissante ou décroissante, sur une
plage ou on attend la réduction ou 1’oxydation du (ou des) analytes recherchés, on obtient
une courbe intensité-potentiel, I =f(E), ou voltampérogramme, qui va permettre d’identifier
les especes concernées et de calculer leurs concentrations. Cette électrolyse ne modifie pas

de maniére appréciable les concentrations des analytes dans le volume de la solution [63].
e Composants

Les unités de base d’un analyseur voltammetriques sont :

= Une cellule basée sur un systeme a trois électrodes immergées dans la solution a

analyser.

Les trois électrodes sont:

Une électrode de travail (parfois aussi appelée électrode indicatrice) : électrode de

carbone vitreux (0.07cm2) ;

Une électrode de reférence : ECS (electrode au calomel saturé);

Une électrode auxiliaire (parfois aussi appelée contre-électrode) : électrode de

platine ;

Un circuit électronique, appelé potentiostat, permettant de modifier le potentiel et

d'enregistrer le courant (Figure 111-1-6).
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Aux
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Courant mesurée

Figure 111-1-8: Dispositif expérimental pour les mesures a potentiel contrélé [61].

X Test électrochimique

e Principe

Dans I’'une d’entre elles, on agite vigoureusement la solution qui en contact avec une
microelectrode immobile ol 1’on fait tourner cette microélectrode dans la solution a une

vitesse éleve et constante [60].

Elle consiste a imposer une rampe linéaire en potentiel avec une vitesse de balayage
positive ou négative, et a enregistrer l'intensité du courant. Le montage généralement

utilisé est un montage a trois électrodes.

Le balayage des potentiel s'effectue de fagon linéaire a vitesse Cte, aprés avoir balayé
vers les potentiels anodique et réaliser une oxydation, on inverse le sens de variation du
potentiel pour effectuer une exploitation vers les potentiel cathodiques et réaliser une

réduction.
» Mode opératoire
L’étude des propriétés antioxydants de 1’extrait en milieu NaCl (0,1M) a été
effectuée sur une plage de potentiel allant de -200 a 1800 mV/s.
On effectue 2 tests d’¢électrochimiques avec les solutions suivantes :

= Solution de NaCl saturée d’O, et dans ce cas la concentration d’O initial est 7, 23

mg/l.
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= Solution de NaCl + EEP de la propolis (60 mg/ml).

Le test est basé sur le degré de réduction d’O; en présence de 1’extrait de la propolis.
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I11-2- Résultats et discussion

Sous chapitre présente tous les résultats obtenus au cours des expeériences effectuées

ainsi que leurs interprétations et discussions.

111-2-1- Extraction

L’extraction n’est qu’une étape de transformation de la matiére premiere (dans notre
cas c’est la propolis) en un extrait. Toutes les étapes qui précédent ou suivent
I’extraction doivent étre maitrisées avec précision pour obtenir un produit final de qualité
optimale. Dans cette optique, le découpage de la propolis a été réalisé de facon a pouvoir

récupérer des morceaux treés fins dans le but d’optimiser 1’extraction [64].

La préparation de 1’extrait, a partir de la propolis bien choisie, a été réalisée en utilisant

le solvant éthanolique.

L’extrait organique (EEP) a été obtenu par macération répétée en utilisant un solvant a
polarité croissante (EtOH). L’extrait obtenu a été conservés au réfrigérateur avant d'étre
analysés et caractérisé par sa couleur et son rendement, ces éléments sont présentés dans le
tableau I111-2-1.

Tableau 111-2-1 Rendement et couleur de I’extrait EEP.

La masse(Q)

La couleur

Le rendement(%o)

Propolis

20

Brune fonce

EEP

4,1

Chataine

20,5

Le rendement a été déterminé par rapport au poids de la propolis sec rendu en poudre,

les résultats ont été exprimés en pourcentage (%).

Dans le cas de notre étude, Le rendement obtenu avec 1’éthanol soit 20 ,5%, est plus
faible par rapport que celle obtenu par Losiane et Paviani et al [65]. Qui ont trouvé un
rendement de 78% pour EEP brésiliennes vertes, néanmoins il est approximativement

proche a celle de I’ Argentine (pampeana 26,6 % a 75,8 %) [66].
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Une étude sur 1’extraction avec 1’cau a indiqué des rendements de ’ordre 7,7% ; 3,2%
et 9,6 % respectivement pour la propolis de Chine, du Pérou et du Brésil, ce qui

signifie que le rendement de I’extraction aqueux est plus faible que 1’éthanol [67].

Le rendement dans le cadre de la méthode Sox-EtOH [65], est 2,4 fois plus grande que
nous avons obtenus par la méthode de maceération, en raison d'une température élevée et
recyclage du solvant dans la méthode Soxhlet, qui contribue a augmenter la solubilisation
des composants de la matiere premiére. Par contre, Sox-eau [65] a montré un rendement
d'extraction plus faible 15,75%, bien que I'eau présente une polarité plus grande que tous
les autres solvants utilisés dans le Soxhlet mais le rendement était plus faible, parce que la
polarité n’est pas le seul facteur qui affecte I'efficacité d'extraction, et il est important de

comprendre les différentes interactions entre soluté et solvant [68].

En plus de ces aspects quantitatives, quelque soit la méthode d’extraction appliquée elle
doit tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bio-activité de ces principes
actifs. Dans la présente étude, la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer
le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout
en préservant la bio-activité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette
extraction a température ambiante ainsi que I’épuisement du solvant a pression réduite
permet d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes

d’extraction [69].

A partir des études ont été réalisés sur I’extraction de la propolis, on peut déduire que
les différents rendements d'extraction et les concentrations étaient probablement liés aux
caractéristiques de la propolis premiéres, telles que la saison et la région de récolte, especes
d’abeilles, la flore régionale, les conditions de stockages ainsi que les conditions

climatiques et le choix de solvant.
111-2-2- Dosage spectrophotometrique

111-2-2-1- Dosage des polyphénols et des flavonoides totaux

Afin de caractériser I'extrait préparé a partir de la propolis, un dosage des polyphénols
totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le choix de ces
substances réside dans le fait que la majorite des propriétés antioxydante de la propolis leur

sont attribués.
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L’estimation quantitative des polyphénols totaux a été réalisée en utilisant la méthode
de Folin Ciocalteu selon Singleton et Rossi [70]. La quantification des composés
phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnages linéaire de la forme y=ax

réalisée en utilisant I’acide gallique comme référence.

Le dosage des flavonoides totaux a été reéalisé selon la méthode au trichlorure
d’aluminium [51, 52].

Les concentrations des flavonoides sont déterminées a partir des droites d'étalonnage
(y =0.0281x + 0.0102, R?= 0.9983) tracées en utilisant comme standard la quercétine.

» La concentration est exprimée en microgramme d’équivalent de la quercétine par

milligramme d'extrait (ug EQ/mg d’extrait).

Les résultats sont représentés dans le tableau 111-2-2 et les gammes d’étalonnages dans
les figures 111-2-1, 111-2-2.

14 -+
v = 0,0086x + 0,07
12 - :
R? =0,9981
E 1.
L%
-
s EI_,E ]
:
0,6
-E ¥
o
A 04 A
o
0,2 -
ﬂ I I | I | I | 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentration d'acide gallique en pg/ml

Figure 111-2-1: Droite d*étalonnage de I'acide gallique.
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Figure 111-2-2: Droite d’étalonnage de la quercétine.

Tableau 111-2-2: Résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux

condensés dans l‘extrait de la propolis

Extrait

Polyphénols®

Flavonoides ®

EEP

113,44+0,0083

28,78+0,0069

(a) pg d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

(b)ug d’équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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Les methodes de Folin-Ciocalteu et la coloration AICls;, pour déterminer les
polyphénols totaux et le contenu flavonoide, respectivement, sont actuellement utilisés
pour analyser les plantes et les matiéres alimentaires [71]. Dans la présente étude, ces
méthodes ont été appliquées pour déterminer les polyphénols totaux et le contenu des

flavonoides dans I’extrait de la propolis de la wilaya de Bouira.

Dans le dosage des polyphénols et les flavonoides on a remarqué la transformation de
la couleur jaune vers le bleu et le transparent vers le brunet respectivement ce qui signifie

I’existence des polyphénols et des flavonoides dans notre échantillon.

Le total des flavonoides et polyphénols contenus étaient similaires pour I’extrait et sont
démontrés dans le tableau 111-2-2. Sur la base des résultats obtenus, il est suggéré que la
teneur en polyphénols dans un EEP de la wilaya de Bouira était environ de 3,9 fois de la

teneur en flavonoides (Figure 111-2-3).

Les polyphénols et les flavonoides

120 ~

100 -

60 113,44

40 -

28,78

polyphenols flavonoides

Figure 111-2-3 : La quantité des polyphénols et des flavonoides dans un mg d’EEP.
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Le dosage des polyphénols montrent que 1’extrait éthanolique de la propolis de Bouira
contient 113,44+0,0083 mg EAG/g d’extrait. En comparant avec les résultats de [72] Sur
EEP-rouge de Brésil (215,44 mg EAG / g), on remarque que I’EEP de Bouira est moins
riche en polyphénols que celui de Brésil (EEP rouge), cependant EEP vert Brésilienne

(138,59 mg GAE / g), est voisine de la quantité des polyphénols contient dans notre extrait.

L’étude qu’est réalisee sur la propolis du Portugal, montre des tenures en polyphénols
totaux qui oscillant entre 151,00 et 329,00 mg EAG/g de la propolis respectivement de la
région de Fundao et Borne [73]. Ce qui signifie que la propolis de Portugal elle est riche en

polyphénols comparativement avec notre propolis.

Des travaux ont été réalisé sur la propolis Iranienne, ont rapporté des tenures en
composés phénolique de 1’ordre de 8,46%; 7,11% ; 3,08% de la propolis brute
respectivement pour Tehran, Isfhan et Khorasan, ces valeurs sont inférieures a celles

trouvées dans la présente étude (113.44mg EAG /g).

Si on compare les résultats du dosage avec ceux de la bibliographie, on constate que la
teneur en polyphénols de la propolis étudiée est situé dans l'intervalle de 31,2 a 299 mg

GAE / g EEP, rapportée pour la propolis de plusieurs régions du monde [74].

En ce qui concerne la teneur en flavonoides par la méthode au trichlorure d’aluminium,
il convient de noter que le procédé d'évaluation des flavonoides est la formation d'une
couleur complexe avec AlCl3, permet la détermination de flavones et flavonols [75].

L’évaluation quantitatives des flavonoides (la quercétine sert un standard) montre une
corrélation positive entre la variation de ce flavonoide et ’absorbance avec un coefficient

de corrélation R?=0,9983 (Figure I11-2-2).

D’apres Gabriela .V-B et al [76], les teneurs en flavonoides totaux des extraits de la
propolis dans le pays de Chili de deux régions Buin et Caleu sont respectivement 10,9 %
et 3,1 %, ceux —ci significativement plus éléves que le contenu en flavonoides élaborer par

la propolis de la wilaya de Bouira.

A la suite, les investigations qui sont rapportés par Chang et al [77], qui a résolu la
composition en flavonoides dans six échantillons de la propolis : trois échantillons de
Taiwan, l'un en origine du Brésil et deux en source de Chine. Par rapport a nos résultats
(28,78+£0,0069 mg EQ/g c-a-d. 2,878%), le plus grand contenu était dans l'un des
échantillons Chinois, 7,8%, et le plus bas contenu correspond a I'échantillon de Taiwan
2,3%.
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D’apres des recherches, Les composés phénoliques sont genéralement trouvés dans les
plantes comestibles et non comestibles, et ils ont été signalés a avoir de multiples effets
biologiques, telle que l'activité antioxydante. La propolis contient une large variété de
composés phénoliques, principalement des flavonoides, variation de la teneur en
flavonoides de la propolis est principalement attribuable a la difféerence de la flore
régionale préférée par les abeilles. Les flavonoides totaux et d'autres substances
phénoliques ont été suggérés pour jouer un role préventif dans le développement du cancer

et les maladies cardiaques [78].

Dans la présente étude, on a précisé deux méthodes pour quantifie les teneurs en

polyphénols et flavonoides.

»= La méthode de Folin-Ciocalteu a été choisie pour doser les polyphénols pour les
raisons suivantes :

v C’est une méthode qui satisfait aux criteres de faisabilité et de
reproductibilité ;

v" la disponibilité du réactif de Folin et la méthode est bien standardisée ;

v" la grande longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de
minimiser les interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent
coloré ;

v’ c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche
d’antioxydants alimentaires a travers le monde [79].

* Le mode d’emploi de la coloration AICI; a été fixé pour les flavonoides.

111-2-3- Evaluation de P’activité antioxydante et antiradicalaire
I11-2-3-1- Détermination de I’activité anti-radicalaire au radical DPPH

Le test au DPPH (1,1 —diphényle-2-picrylhydrazyle) choisi dans cette étude est basé
sur le piégeage du radical libre stable DPPH par une molécule antiradicalaire, ce qui
entraine la décoloration de ce dernier [80]. La couleur violette foncée de DPPH se

transforme en jaune, ce qui est remarqué au cour de réalisation de ce teste.

La méthode est rapide et commode a mettre en ceuvre, elle s’effectue a température
ambiante, permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules

testées.
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Ce teste consiste a mettre le radical DPPH en présence de molécules dites
«antioxydants» afin de mesurer leur capacité a réduire ce radical. La forme réduite
n’absorbe plus a 517 nm, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance a cette

longueur d’onde [80].

Les activités antiradicalaires des extraits de la propolis et du témoin positif BHT ont été
déterminées par la méthode au DPPH. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau
11-2-3

80 -~

y =10215x + 18,046
2 _
R*=0,9637 P
60 -

50 -

40 -

pourcentage d'inhibtion(%)

20 -

10 -

0 T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
la concentration (mg/ml )

Figure 111-2-4 : Variation de D’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de

Dextrait.

UAMOB Page 49



Partie expérimentale

Résultats et discussion

scavenger effect (%)

10 -

100 -+

90 -

y =308,96x + 21,032
R?=0,975

0,05 0,1 0,15
concentration (g/l)

0,2

0,25

Figure 111-2-5 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration du

BHT.

Tableau 111-2-3 : Valeurs d’ICsod’EEP et le BHT.

EEP (mg/ml)

BHT (mg/ml)

1Cx0

0,0031

0,0865

Ces ICsy sont déterminées a partir des graphes (Figure I11-2-4 et 111-2-5) dont

I’abscisse représente la concentration de I’extrait brut et ’ordonné I’activité antioxydante

en pourcentage. Selon les équations suivantes:

Extrait d’éthanol : Y=10215 x + 18,046 R2 = 0,9637 ;

BHT : Y = 308,96x+ 21,032 R2 = 0,975.

L’activité antiradicalaire de notre extrait est exprimée en ICsy comme étant la

concentration de substrat qui cause la perte de 50% de I’activité¢ de DPPH.
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Pour EEP la ICsq est déduite de la droite d'étalonnage correspondante.

Comme figurant dans le tableau ci—dessus (111-2-3), I’antioxydant standard BHT a
montré une activité antioxydante avec une ICsy de I’ordre de 0,0865 mg/ml. L’extrait
éthanolique de la propolis de la wilaya de Bouira représente 1’extrait le plus actif avec une
ICso de I’ordre de 0,0031mg/ml, Pactivité antioxydante de I’extrait éthanolique est

supérieure a celle du BHT.

Ces résultats peuvent étre expliqués par 1’existence de molécules ayant un potentiel

réducteur donneur d’électron plus fort dans I’EEP.

Selon une étude réalisée sur 1’activité antioxydante de la propolis Algérienne de
différentes régions (Tableau 111-2-4), on distingue un écart remarquable

comparativement avec nos résultats qui ont un pouvoir antiradicalaire plus important.

Tableau 111-2-4: les différentes valeurs d’ICsy pour le pouvoir réducteur [7].

Echantillons ICs0 (Mmg/ml)
Montagne Dellys 1,8
Bouzgen 1,1
Plaine Isser 2,2
Mitidja 1,6
Steppe Sahara 1,7
Laghouat 1,2

On remarque aussi que le pouvoir antiradicalaire augmente avec I’augmentation de la
concentration, ce qui a été remarqué avec le pouvoir réducteur des extraits éthanoiques
ainsi que dans 1’étude réalisé sur les extraits éthanolique de la propolis provenant du
Portugal a montré que les valeurs obtenus d’ICsp; sont de I’ordre de 0,006 mg/ml et

0,052 mg /ml respectivement pour la propolis de Bornes et Funddao [73].
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Ces résultats, supérieurs a ceux trouvés dans notre étude, en conséquence la propolis
de I’Algérie typiquement de Bouira a un pouvoir antiradicalaire plus important que les
échantillons dérivent de Portugal.

A la suite des testes effectuée sur cette activité, on constate que plus la valeur de I’ICsg
est petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.
111-2-3-2- La méthode électrochimique

Méthode électrochimique de la VVoltamétrie linéaire, les mesures du pic de 1’oxygéne
prises par Voltamétrie linéaire en absence et en présence de notre extrait ont été
enregistrées sous forme de voltamogrammes : Pour notre extrait ont a superposé le
voltamogramme d’une seule concentration sur celui de la solution DMF seule (sans extrait)

pour montrer d’une manicre claire la diminution de I’O;".

0.00000
-0.00001 +

-0.00002 +

courant(A)

-0.00003

test a blanc pH=3 0.1M NacCl
— 1.8ml 0.1M NaCl pH=3 + 0.2ml(60mg BO)

-0.00004

0.00006+——F——7T——7T T 7T T T T T T T
-20 -18 -16 -14 -12 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04

Potentiel(V)

Figure 111-2-6 : Voltampérogrammes linéaire de I'extrait éthanolique de la propolis a
60mg/ml.
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Le domaine d’étude est limité entre -200 a -1800 mV/s pour pouvoir observer le couple
redox O,/O;". On trace la courbe I=f(E) du coté cathodique en fonction de la vitesse de
balayage (50 mV/s), jusqu’a I’apparition clair du pic de réduction de 1’0O», ce qui signifie
que nous sommes en présence d’un transfert de charge (réaction électrochimique)

démontré par une intensité de courant.

Le voltamogramme a été obtenu dans une solution saturée en O, qui montre
I’apparition d’un pic cathodique a -200 mV/s (Figure I11-2-6) attribué a la réduction d’O,

(saturation avec 1’O).

Aprés I’ajout de 60 mg/ml de I’extrait et en présence d’Op; le courant du pic cathodique
diminue. Donnant une importante diminution du pic de réduction de 1’oxygéne (Figure
111-2-6). La diminution de I’intensité de courant en fonction de la concentration de 1’extrait
confirme I’inhibition de la réduction de 1’O,. Ce résultat montre le caractére antioxydant de

la propolis dans 1’extrait.
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Conclusion Générale

Dans le domaine de la protection biologique, beaucoup d'efforts ont été réalisés ces
dernieres années pour la recherche des nouveaux traitements a base des plantes, I'étude de
leurs éléments d'efficacité et la compréhension de leur mode d’action. Au cours des
travaux realisés durant ce mémoire, nous nous sommes focaliseés sur la propolis lI'un des

produits les plus complexes de la ruche.

Aprés une premiére partie consacrée aux données de la littérature concernant les
structures chimiques des composés phénoliques et leurs activité antioxydante, nous nous
somme intéressés dans la partie expérimentale a la mise au point de I'extraction des
composés phénoliques, la quantification de ces composés dans leurs extraits, et enfin la
mesure de l'activité antioxydante des extraits par deux méthodes : la méthode de réduction
de radical libre DPPH et par voie €électrochimique. Pour le premier test les résultats ont
montré que 1’oxydation est efficacement inhibée par I’extrait testé. En effet, la capacité
antioxydante est la plus élevée avec 1C5=0,0031 mg/ml, et le test par voie

électrochimique, pour confirmer I’existence de ’activité antioXydante dans notre extrait.

L'étude de la quantification des composés phénolique (polyphénols et flavonoides) a
confirmé les propriétés puissantes que posséde I'extrait éthanolique de la propolis de

Bouira.

Cette étude préliminaire nous confirme que la propolis est une source importante pour
les antioxydants. Ces résultats nous encouragent a poursuivre les études sur les autres

propriétés de la propolis.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque propolis se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux différents
problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.
Développer des médicaments antiradicalaires a base de la propolis, doués d’une activité

antioxydante.
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Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et
complémentaires de ’activité antioxydante des composés polyphénoliques en général et

des flavonoides en particulier.

Enfin, L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue que la recherche des
substances d'origine naturelle biologiquement active et d’utiliser des méthodes modernes
pour 1’extraction des principes actifs, une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une

vue plus approfondie sur les activités antioxydantes des extraits de la propolis.
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Résumé

La présente étude porte sur la caractérisation physico-chimique de la propolis locale, cette
fameuse matiere est tres précieuse a cause de ses propriétés thérapeutiques qui sont liées directement
a sa composition.

Le présent travail a pour objectif d’évaluer ’activité antioxydante par le biais de deux méthodes :
La méthode au DPPH et la méthode électrochimique, de I’extrait (EPP) de la propolis de la wilaya de
Bouira.

Nous avons tout d’abord procédé aux dosages quantitatifs colorimétriques par Uun
spectrophotomeétre UV -Vis des polyphénols totaux, ainsi que les flavonoides comme étant la classe la
plus importante de la famille des polyphénols.

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des
flavonoides par la méthode d’AlCl; ont révélé la richesse de la propolis en polyphénols
(113,44+0,0069 mg EAG/g d’EEP) et en flavonoides (28,78+0,0083mg EQ/g d’EEP).

L’expression des résultats de I’activité antioxydante a montré que I’extrait de la propolis était plus
actif, comme agents antioxydants. Dans le pouvoir antiradicalaire au DPPH I’extrait EEP a montré
I’activité anti-oxydante la plus élevée a 1C5,=0,0031, a présenté une activité anti-radicalaire plus
élevée que celle du BHT (ICso= 0,0865), et le test électrochimique a confirmé 1’activité antioxydante.

Mots clés : Propolis de Bouira, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante.

Abstract

The aim of this study is the physicochemical characterization of the Algerian propolis, this
famous product which is very valuable because of its therapeutic properties directly related to
its composition.

This work aims at evaluating the antioxidant activity of a propolis of Bouira by the means of two
assays: The DPPH assay and the electrochemical assay.

First, we carried out colorimetric quantification by the spectrophotometer UV-Vis of total
polyphénols as well as the flavonoids being the most important class of the family of polyphénols.

The quantification of total polyphénols using the Folin-Ciocalteu method and of the flavonoids
using the AICI; method revealed the richness of the propolis in polyphénols (113,44+0,0069 mg
EAG/g of EEP), and in flavonoides (28,78+0,0083mg EQ/g of EEP).

The expression of the results of the antioxidant activity showed that the extracts of the propolis
were more active as antioxidant agents.

In the DPPH test, the EEP of the propolis displayed a very high antioxidant activity
(EC5,=0,0031), have shown a radical -scavenging activity overpassing that of the BHT (ECso=
0,0865), and the electrochemical test, confirmed the antioxidant activity.

Key words: Propolis of Bouira, polyphénols, flavonoides, radical -scavenging activity.
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