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Liste des abréviations

CN : Propolis de Constantine

BN : Propolis de Boumerdes

CHN : Propolis de Chelghoum EI Aid située dans la wilaya de Mila
TN : Propolis de Tébassa

GN : Propolis de Guelma

CN3 : Extrait acétate d’éthyle de la propolis de Constantine

BNZ2 : Extrait chloroformique de la propolis de Boumerdes

BN3 : Extrait acétate d’éthyle de la propolis de Boumerdeés

BN4 : Extrait méthanolique de la propolis de Boumerdeés

CHNZ2 : Extrait chloroformique de la propolis de Chelghoum laide
CHN3 : Extrait acétate d’éthyle de la propolis de Chelghoum laide
CHN4 : Extrait méthanolique de la propolis de Chelghoum laide
EP : Ether de pétrole

CH2Cl; : Dichlorométhane

AcOet : Acétate d’éthyle

MeOH : Méthanol

LC-MS : Chromatographie en phase liquide couplée a spectrométrie de masse
DPPH : 2,2 diphényl1-1-picryl-hydrazyl

ABTS : 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique

FRAP: Ferric reducing antioxidant power

CUPRAC: Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity

BHT: Hydroxytoluene butylé.

BHA: Hydroxyanisole butylé

AChE : Acétylcholinestérase

BChE : Butyrylcholinestérase

TPC : Total Polyphenols Content

TFC : Total Flavonoids Content

EAG : Equivalent Acide Gallique

EQ : Equivalent Quercétine

EAC : Equivalent Acide Caféique

TpTz-Fe®*: Ferric tripyridylniazine

ND : Non déterminer



ICso : Concentration des extraits nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres
Aos: Concentration indiquant 0,5 d’absorbance

Abs: Absorbance

Al(NO3)2, (H20) o: Nitrate d’aluminium

CH3COOK : Acétate de potassium

NC : Néocuproéne

NHsAC : Acétate d’ammonium

TCA : Acide trichloracétique

DTNB : 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoique)

UV: Ultraviolet

HPLC: High Performance Liquid Chromatography

RMN!H : Résonance Magnétique Nucléaire du proton.
RMN?3C : Résonance Magnétique Nucléaire du Carbone.
RMN?D : Résonance Magnétique Nucléaire monodimensionnelle
RMN 2D : Résonance Magnétique Nucléaire bidimensionnelle
COSY: Correlated Spectroscopy.

HMQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation.

HMBC: HeteronuclearMultiple Bonding Connectivity
EI-MS: Electron lonization Mass Spectrometer

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

J(Hz) : Constante de couplage exprimée en Hertz

Rf : Facteur de retardation.

m/z : Masse / charge électrique

t: triplet

d : doublet

dd : doublet de doublet

m : multiplet

s : singulet

0 ppm : déplacement chimique en partie par million
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Durant les derniéres années, 1’intérét aux remedes traditionnels et la naturopathie a connu
une croissance remarquable dans le domaine de la médecine et méme pour ’opinion publique.
Une nouvelle vue des méthodes de la médecine traditionnelle a conduit a ressusciter de 1’oubli
des produits naturels pharmacologiquement actifs. Certains de ces produits peuvent étre utilisés
comme des compléments a la gamme actuelle des substances médicamenteuses pour le
traitement de certaines maladies dans la médecine humaine et vétérinaire (Holz, 1999).

L’apithérapie s’inscrit dans le mouvement d’utilisation de produits naturels au service de
la santé. Elle consiste a utiliser les produits récoltés, transformés ou sécrétés par les abeilles a
des fins diététiques et/ou thérapeutiques.

Parmi ces produits, la propolis est définit comme un remede naturelle utilisé depuis
l'antiquité. Cette résine végétale est récoltée par les abeilles (Apis mellifera) a partir d’une série
de substances résineuses qu’elles vont recueillir sur différents supports végétaux comme les
bourgeons, jeunes rameaux, ou encore les blessures de certains arbres et arbustes. Apres récolte,
la propolis est mélangée avec les sécrétions salivaires des abeilles et de la cire (Ghisalberti,
1979, Challem, 1995, Park, et al 1999).

L’intérét croissant a la propolis s’est exprimé par une série de travaux scientifiques dans
les années 80 et 90 qui ont été mis en ceuvre afin de tester principalement les composants
chimiques de la propolis et leur possible emploi dans la médecine humaine (Holz, 1999).

La propolis présente de nombreuses activités biologiques et pharmacologiques telles que
des activités antifongique Ota, C et al (2001), antibactérienne, antivirale Kujumgiev, et al
(1999), anti-inflammatoire Ramos, et al (2007), antitumorale Carvalho, et al (2011) et plus
particulierement I’activité antioxydante Cottica, et al (2001). Cette derniere est liée directement
a sa composition en polyphénols et en flavonoides.

Compte tenu de toutes ces considérations, le présent travail a pour but I’étude de la
composition chimique et des propriétés antioxydantes de la propolis algérienne. Dans la
premiére partie nous nous sommes intéressés a plusieurs propolis Algérienne. Une étude
comparative a été réalisée en fonction de leur activité antioxydante. L’influence du solvant
utilisé lors de I’extraction et celle de la zone géographique de la propolis étudiée ont aussi été
évaluée. Dans un premier temps, nous avons effectué une analyse quantitative des polyphénols
et des flavonoides totaux. En second lieu, le pouvoir antioxydant des différents extraits a été
estimé par cinq méthodes différentes (DPPH, ABTS, pB-caroténe, CUPRAC, FRAP).

Cette premiére partie de notre travail nous a permis de faire une premiere classification

des propolis étudiées et de sélectionner les extraits les plus actifs sur lesquels nous avons réalisé
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une analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrophotométrie de masse
dans le but d’étudier leurs profile chimique. Enfin, Iactivité anticholinestérase de la propolis
la plus active a été étudiée pour expliquer I’efficacité¢ de la propolis dans le traitement de la
maladie d’Alzheimer.

Dans la deuxiéme partie de notre travail nous nous sommes intéressés a la composition
chimique de la propolis Algérienne. Nos recherches bibliographiques ont montré que la
composition de la propolis est trés variable car elle dépend de la végétation locale. Ainsi, la
propolis collectée dans les zones tempérées telles que 1’Europe, le Nord de I’ Amérique ou les
régions non- tropicales de 1’ Asie, provient principalement des bourgeons d’espéces de peuplier.
Cette propolis est riche en flavonoides, acides et esters phénoliques (Bankova, et al 2000) ; Par
contre, la propolis tropicale (issue de régions ou les peupliers et les bouleaux ne poussent pas)
est plut6t riche en dérivés prénylés d’acides phénoliques, benzophénones et en composés di et
tri terpéniques (Salatino, et al 2011).

Concernant la propolis Algérienne, il n’existe pas d’études sur la provenance de la
propolis ainsi que son origine botanique. Les rares articles montrent la présence de deux types
de propolis provenant de deux espéces principales: Populus spp et Cistus spp. Le premier type
est riche en composé phenoliques tels que: chrysine, apigénine, kaempférol, galangine,
pinobanksine, pinobanksine 3-acétate et les dérivés de I’acide cafeique. Le second type est riche
en composes terpéniques tels que : acide cupréssique, acide isocupressique, acide
imbricatoloique, torulosal, isoagathotal, torulosol, agathadiol et cistadiol (Piccinelli, et al
2013). Cette hypothese, nous a encourageées a réaliser une étude phytochimique de la propolis
algérienne afin de déterminer ses principaux composés.

Dans la derniere partie de notre travail nous nous sommes intéressés a la propolis la plus
active. Une investigation phytochimique de I’extrait le plus actif de cette propolis a été réalisée.
Les principaux composes sont donc séparés par différentes techniques chromatographiques.
L’identification et la détermination de la structure de ces composés est réalisée par les
différentes techniques spectroscopiques telles que la spectrométrie de masse, la résonance
magnétique nucléaire (*H et *C) mono et bidimensionnelle ainsi que la spectrométrie UV-

visible
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LA PROPOLIS

-1 Généralité
1-1-1-Définition et utilisation

La propolis est I'un des six produits de la ruche avec le miel, la gelée royale, le pollen, la
cire et le venin d’abeille. La propolis (Figure-1) est une substance résineuse et gommeuse,
balsamique, de couleur variable (rouge, noire, jaune, brun trés foncé, vert). Cette substance est
récoltée par les abeilles (Apis mellifera) a partir d’une série de substances résineuses qu’elles
vont recueillir sur différents supports végétaux comme les bourgeons, jeunes rameaux, ou
encore blessures de certains arbres et arbustes. Aprés récolte, elle est mélangée avec les
sécrétions salivaires des abeilles et de la cire. (Challem, 1995, Ghisalberti, 1979, Park, et al
1999).

Figure-1: Propolis brute

https://french.alibaba.com/g/propolis.html

Dans la ruche (Figure-2), la propolis a de multiples usages : elle est responsable de la
faible incidence des bactéries et moisissures a I’intérieur de la ruche (face a 1'humidité et au
développement des moisissures). Elle assure aussi la protection de la colonie par la réduction
de l'entrée de la ruche. En effet, ’ouverture a I’entrée de la ruche est constamment remodelée
afin d’ajuster ses dimensions et son orientation aux conditions climatiques. Ce passage
constitue par la méme occasion une sorte de ‘‘sas de décontamination’’ ou chaque abeille
rentrante et sortante devra se poser, d’ou le nom de propolis qui vient du grec ancien pro pour
““devant, a I’entrée de’’ et polis pour ‘‘communauté, cité’’ (Ghisalberti, 1979, Crane, 1988).

La propolis est aussi une véritable arme chimique contre les microorganismes et sert a momifier


https://french.alibaba.com/g/propolis.html
https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjh5eDq2IveAhXpsIsKHegODgw4rAIQMygKMAp6BAgBEAs&url=https%3A%2F%2Ffrench.alibaba.com%2Fpromotion%2Fpromotion_crude-propolis-promotion-list.html&psig=AOvVaw22Sm5RYNrWaOTtuamD-j0L&ust=1539804436760313&ictx=3&uact=3
https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjh5eDq2IveAhXpsIsKHegODgw4rAIQMygKMAp6BAgBEAs&url=https%3A%2F%2Ffrench.alibaba.com%2Fpromotion%2Fpromotion_crude-propolis-promotion-list.html&psig=AOvVaw22Sm5RYNrWaOTtuamD-j0L&ust=1539804436760313&ictx=3&uact=3
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les animaux intrus et morts (rats et / ou souris par exemple) trop gros pour étre évacués par les
abeilles, évitant ainsi leur décomposition (Lavie, 1975, Ghisalberti, 1979, Challem, 1995).

Figure-2 : Grille a propolis

http://propolia.com/monde-de-I-abeille/perles-de-la-ruche/la-propolis

I-1-2-Historique

La propolis est un reméde naturel qui est utilisé depuis les temps anciens. Les études
confirment que son utilisation remonte a I’Egypte antique et de facon certaine au Grecs. En
effet les anciens égyptiens, 1'utilisaient pour embaumer les corps des défunts (Figure-3), en
enduisant avec la propolis les bandelettes des momies, pour leur assurer une meilleure

conservation.

Figure-3 : momie de cadavre de sourie
http://abeilleduforez.tetraconcept.com/dossiers-techniques/pratique-apicole-a-la-miellerie/apitherapie-la-

propolis/
De plus la propolis était utilisée pour soigner et anesthésier les caries dentaires (Figure-4).



http://propolia.com/monde-de-l-abeille/perles-de-la-ruche/la-propolis
http://abeilleduforez.tetraconcept.com/dossiers-techniques/pratique-apicole-a-la-miellerie/apitherapie-la-propolis/
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Figure-4 : Machoire avec une cavité dentaire remplie en cire et propolis
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Beeswax as Dental Filling on a Neolithic Human Tooth -
Journal.pone.0044904.9001.png

Au 1M sigcle aprés J-C, les propriétés médicinales de la propolis étaient reconnues par
les médecins grecs et romains : Aristote, Dioscoride, Pline et Galien. Dans le livre « Histoire
des animaux » Aristote considéré la propolis comme « reméde aux infections de la peau, plaies
et suppurations ». Tout comme les médecins arabes, qui 1’utilisaient comme antiseptique et
cicatrisant dans le traitement des plaies, et les Incas qui ’employaient en tant qu’agent
antipyrétique (Havsteen, 1983 ; Burdock, 1998). La propolis est retrouvée également dans les
livres de médecine de Géorgie, a partir du XI1°™ siécle, ou elle entre dans la préparation de
nombreux remédes

Au XVI®™ sigcle, elle servait & cicatriser les blessures de fleches. Hippocrate
recommandait la propolis pour la guérison des plaies et des ulceres (Dealey, 2005).

En France a la fin XIX®™ siécle, on trouve quelques traces de son usage dans les
traitements des plaies, mais c’est surtout a ’occasion de la guerre Boers en Afrique du S

ud qu’elle connait son apogée d’utilisation grace a ses propriétés désinfectante et
cicatrisante (Lavie, 1975, Hegazi, 1997).

A la fin de XXI¢™ siécle, en Russie et en Allemagne la propolis était reconnue pour son
action anti-infectieuse, cicatrisante, hydratante et anti-inflammatoire. On pouvait la trouve sous

formes variées lotion, pommade, emplatre et fumigation (Eric Debuyser, 1984).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Beeswax_as_Dental_Filling_on_a_Neolithic_Human_Tooth_-_Journal.pone.0044904.g001.png
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Beeswax_as_Dental_Filling_on_a_Neolithic_Human_Tooth_-_Journal.pone.0044904.g001.png
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1-1-3-Récolte

I-1-3-1-Par les abeilles

La propolis est un complexe fabriqué par un nombre restreint d’abeilles ouvrieres
butineuses (ce sont les butineuses les plus agées qui récoltent la propolis) a partir des sécrétions
de végétaux qu’elles ont récolté aux heures chaudes de la journée (Figure-5). La récolte se
déroule du printemps a la fin de I’été. L’ouvricre transporte la résine translucide et visqueuse
dans les corbeilles de ses pattes arriére. Ces pelotes sont d'une couleur allant du jaune-clair au
vert-brun. Celles-ci ne sont pas stockées dans les alvéoles mais utilisées aussitdt par les
maconnes. Ces dernieres les modifient par I’apport de leurs propres sécrétions (cire et sécrétions
salivaires principalement), et l'appliquent au besoin. Plus 1’endroit est chaud, plus le
pourcentage de cire est important, la propolis étant visqueuse et collante aux alentours de 20 °C
et devenant dure et cassante avec le froid ou le vieillissement. C’est ce qui explique qu’on
retrouve une propolis plus concentrée au niveau du trou d'envol et sur la téte des cadres. Tout
cela prend de sept minutes a une heure en fonction de la source et de la météo. Le dechargement
dans la colonie se fait sur le site d’utilisation de la propolis (15 minutes a plusieurs heures) en

fonction de la disponibilité des congéneres qui doivent la décharger (Lavie, 1975).

Figure-5 : récolte de propolis par I’abeille

https://www.haut-couserans.com/pratique/produitslocaux/detailsproducteurslocaux.php?produitslocaux=41

Cette récolte dépend de nombreux facteurs :
» Saisonnier : la récolte a lieu soit en début de saison (printemps), soit a la fin de la

miellée ou a I’approche de ’automne, au moment des préparatifs d’hivernage

(Lavie, 1975).


https://www.haut-couserans.com/pratique/produitslocaux/detailsproducteurslocaux.php?produitslocaux=41
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> Géographique : les ruche des régions boisées favorisent la fabrication de propolis
par rapport a celles des plaines (Hegazi, 1997).

> Climatique : les abeilles récolteuses de propolis déploient en général leur activité
au cours des journées chaudes (température supérieure a 20 °C) et pendant les
heures les mieux exposées (entre 10h et 15h 30).

» Races d’abeilles : la tendance a propolis dépend de la race d’abeille. Ce sont les
caucasiennes (Apis mellifira) et certaines autres races d’Asie mineur (celle
d’Anatolie centrale en particulier) qui fabriquent en générale d’avantage que les

autres (Alexandare, 1984).

1-1-3-2-Par ’homme au niveau de la ruche

Plusieurs techniques de récolte existent. On peut différencier la qualité de la propolis en
fonction de la technique utilisée. La plus classique est le raclage et le grattage des cadres et des
parois de la ruche (Figure-6). La récolte se fait de préférence par température assez basse car la
propolis, alors dure et friable, se détache mieux. Cette méthode assez simple ne donne aucune
garantie quant a la qualité du produit : 4ge indéterminé, présence possible de contaminants dans
la ruche (produits de traitement), impuretés (particules de bois, abeilles...). La récolte
systématique sur la téte des cadres permet d’obtenir une propolis fraiche. Plus la température

est basse, plus le pourcentage de cire dans la secrétion récoltée sera faible. (Lavie, 1975)

Figure-6 : Raclage de propolis sur les flancs de la ruche.

http://pinchon.eu/apimio/rucher/an_apicole.html#propolis

L’utilisation de grilles spécifiques qui se placent sur la téte des cadres sans isolant par-

dessus peut améliorer la qualité du produit. Cette utilisation de grilles en bois, en plastique


http://pinchon.eu/apimio/rucher/an_apicole.html#propolis
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souple moulé ou en métal inoxydable (Figure-7) permet une récolte ponctuelle durant les
périodes de grande production et en dehors des périodes de traitement des ruches. Les interstices
doivent étre compris entre 0,1 et 3 mm. Lorsqu’une grille est remplie, on peut en replacer une
seconde par dessous. Elles seront retirées avant le traitement d’été. Elles sont alors stockées
jusqu’a une période plus froide. Pour en extraire la propolis, il faut placer les grilles au froid
pendant 24 a 48 h (congélation). Elles sont roulées dans un sac pour éviter de retrouver de la
propolis partout. (Krell, 1996)

La quantité que peut récolter un apiculteur par ruche est trés variable en fonction des
abeilles et de I’environnement. Elle se situe généralement entre 100 et 300 grammes de produit
brut par an et par ruche. Certaines techniques intensives basées principalement sur une

augmentation de la ventilation des ruches permettent avec des abeilles productives d’atteindre
800 g/ruche/an.

¥ |

Figure-7 : Grille en plastique et en toile
http://lamancheapicole.fr/wp-content/uploads/2018/12/proposainlo1218-F.Sauvager.pdf

I-1-4-Conservation

La propolis se conserve assez facilement dans de bonnes conditions sans impératifs
spéciaux pour la plupart de ses présentations, mais il parait néanmoins préférable de la garder
dans des récipients opaques a la lumiére, bien fermés et a I’abri de la chaleur.
I-1-5-Provenance

La Propolis a deux origines :

I-1-5-1-Origine interne
La Propolis est une résine provenant de la premiére phase de la digestion du pollen dans

un petit organe, situé entre le jabot et I’intestin moyen.
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I-1-5-2- Origine externe

Les principales essences d'arbres, connues pour étre productrices de propolis sont
représentées par différents coniferes : pin, sapin, épicéa Hegazi (1997), Lavie (1975), Metzner,
et al (1978) ; plusieurs especes de peupliers (qui semblent la source la plus importante), l'aulne,
le saule, le marronnier d'Inde, le bouleau, le prunier, le fréne, le chéne et I'orme (Francisco A

Tomas-Barberan, et al 1993).

I-1-6-Aspect macroscopique et microscopique

I-1-6-1-Propriétés physiques

» Consistance

e La propolis est une substance résineuse hétérogéne de consistance solide qui devient
friable en dessous de 15°C et gluante vers 60-70 °C en moyenne et molle a haute
température (alentours de 300 °C).

e Densité:1.11a1.14

e Point de fusion : 80-105°C

e Trés peu soluble dans I’eau, partiellement soluble dans 1’alcool, acétone, benzéne, le
chloroforme, etc.

» Caracteres organoleptiques

e Sacouleur est variable selon la situation géographique, allant du jaune clair au brun tres
foncé, presque noire.

e saveur : acre, piquante, parfois amere, qui donne une insensibilisation de la muqueuse
buccale

e odeur : variable selon son origine, en général ardme agréable et douceatre, melangé a
celui du miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille...etc.) Metzner, et al
(1978). Si elle est brillée, elle dégage une odeur d’encens tres délicate et trés recherchée

en rapport avec les résines aromatiques (Nikolaev, 1978).

I-1-6-2-propriétés microscopiques

La structure microscopique de la propolis est maintenant assez bien connue grace a un
important travail de Marchenay (1977), réalisé au microscope électronique a balayage, et
portant sur des échantillons de provenance de la France entiere. Les résultats montrent que ’on
retrouve toujours les mémes microstructures et en nombre trés limité, pour des propolis
d’origines fort différentes. Ce qui prouve, d’apres cet auteur, le role trés important des abeilles

ouvriéres dans la formation de la structure de ce produit.
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I-1-7- Constituant globale

La composition de la propolis est variable selon la source végétale visitée par les abeilles
Bankova, et al (2000), Negri, et al (2000), Popova, et al (2002), mais présente tout de méme
qualitativement de nombreuses substances qui s’y retrouvent de fagon constante et relativement
stable (Justin, et al 1996).

Globalement et généralement, la propolis recueillie dans la ruche est constituée de :

- 45 a 55% de résines et baumes contenant principalement des flavonoides et des acides
phénoliques ainsi que leurs esters (Bankova, et al 1982, 1992).

- 25 a 35 % de cire.

- 10% d’huiles volatiles ou essentielles.

- 5% de pollen (Metzner, et al 1987)

- 5% de matieres diverses organiques et minérales Metzner, et al (1987) et vitamines

(Ivanov, 1980, Ghisalberti, 1979). (Figure-8)

5% 3%

¥ Résines et baumes

® Huiles essentielles

Cire
55%

0,
30% ® Pollen

¥ Divers

Figure-8 : Composition de la propolis

http://miel-et-propolis.e-monsite.com/pages/la-propolis/composition-chimique-1.html

Afin de mieux comprendre les causes de la variabilité de la composition de la propolis, il
est important de savoir les principaux facteurs qui influencent cette diversité. L’origine
botanique constitue le principal facteur responsable de cette diversité. Ainsi, la composition de
la propolis dépend principalement de la flore locale au niveau des sites de collecte. Elle dépend

aussi du temps de la récolte et de zone géographique.

I-2-Propolis et source végétale
La classification de la propolis dépend de la région, de la flore botanique qui se situe a

proximité immédiate des ruches et aussi des préférences de I’abeille (Banskota, et al 2004).
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Les chercheurs ont répertorié de nombreux types de propolis en fonction de leur
composition et localisation géographique. Parmi eux quatre grands types se distinguent :

propolis des zones tempérées, tropicale, méditerranéenne et pacifique.

I-2-1-Propolis des zones tempérées

Les premiéres études sur la composition chimique de la propolis ont été réalisées dans les
années 70, Lavie et Popravko ont analysé la propolis de France et Russie pour déterminer la
relation composition — flore. Ces études ont montré que la composition chimique des deux
échantillons, ressemble a celle des bourgeons de peupliers, qui se trouve dans ces régions.

Aujourd’hui, nous disposons de beaucoup d’informations sur la propolis provenant des
zones tempérées de chaque hémisphere Europe Bankova, et al (1989), Greenaway, et al (1987),
Nagy, et al (1986), Popravko, et al (1980), Tamas, et al (1979), Amérique du nord Garcia-
Viguera, et al (1993), Asie non tropicale Bankova, et al (1992), Chi, et al (1996). Il ressort que
la principale source de propolis dans ces régions est ’exsudat résineux des bourgeons de
différents peupliers : espéce Populus section Aigeiros (Salicaceae), et principalement le

peuplier noir (Populus nigra.L) (Figure-9).

Figure-9 : Populus nigra

https://fr.wikipedia.org/wiki/Peuplier noir

I-2-2-Propolis des zones tropicales

Dans les zones tropicales (Brésil, Cuba, Venezuela, et Chile) les abeilles doivent trouver
une autre source de propolis afin de remplacer le peuplier Bankova, (2005) et donc la propolis
dans ces régions posséde une composition chimique différente de celle de type peuplier. Cette

variété a attiré I’attention de plusieurs chercheurs durant ces derniéres années (années 2000).
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Au Breésil existe plusieurs types de propolis, la propolis verte est le type le plus répandu.
La principale source de cette propolis est une résine contenue dans les feuilles et les bourgeons
d’une plante endémique de cette région est nommée Baccharis dracunculifolia (Asteraceae).
(Figure-10)

Figure-10: Baccharis dracunculifolia

https://en.wikipedia.org/wiki/Baccharis_dracunculifolia

Au Nord-Est du Brésil existe un autre type de propolis appelé la propolis rouge dont la
source végétale est Dalbergia ecastaphyllum. (Figure-11)
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Figure-11: Dalbergia ecastaphyllum

https://inpn.mnhn.fr/espece/cd nom/629523

A Cuba et au Vénézuela, la principale source botanique est la résine provenant des

exsudats de fleurs de Clusia (Clusia rosea) de la famille des Clusiaceae. (Figure -12)
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Figure-12: Clusia rosea (Clusiaceae)

http://www.plantsystematics.org/imgs/dws/r/Clusiaceae Clusia rosea 284.html

I-2-3-Propolis des zones méditerranéennes

Des études récentes ont révélé un nouveau type de propolis : la propolis méditerranéenne.
Ce type de propolis se distingue par la forte concentration de diterpénoides et se retrouve dans
de nombreuses régions comme la Gréce Popova, et al (2010); Celemli, et al (2013), la Suisse
Bankova, et al (2002), Malte Popova, et al (2011), la Turquie Velikova, et al (2000); Silici, et
al (2007); Duran, N. et al (2011) et I'Algérie Piccineli, et al (2013). La source diterpénique
semble correspondre a différentes Cupressaceae, treés cultivées dans cette région et de
composition distincte des Pinaceae (Popova, M. P. et al 2010). (Figure-13)

Figure-13: Cupressaceae

https://www.inaturalist.org/taxa/47374-Cupressaceae

I-2-4-Propolis des zones pacifiques

Une nouvelle famille de composés, les prénylflavonoides ont été rencontrés dans des

propolis provenant de la région Pacifique (Okinawa, Hawaii et Taiwan). La propolis d’Okinawa
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provient de I’exsudat du fruit de Macaranga tanarius de la famille des Euphorbiaceae,
(Kumazawa, et al 2004). (Figure-14)

Figure-14 : Macaranga tanarius

http://mywalkaboutplants.com/macaranga-tanarius/

Le tableau-1 rassemble 1’étude des différentes propolis par rapport a leurs probables sources

végétales.

Tableau-1 : Exemples de types de propolis avec leur origine botanique

Origine géographique

Source végetale

références

Europe, Amérique du
nord Asie non tropicale

Populus spp, plus majoritairement
P.nigra

- Bankova, V. et al 2000
-Falcao, S. et al 2010
-Sun, L.-P. et al 2012

Brésil
Propolis verte

Propolis rouge

Baccharis spp, plus
majoritairement B.dracunculifolia

Dalbergia ecastaphyllum

- Bankova, V. et al 2005

- Bankova, V. et al 2000

- Park Y. K. et al 2002

- da Silva Frozza, C. O.et al 2013

- Park, Y. K. et al 2002
- Daugsch, A. et al 2008
- Silva, B. B. et al 2008

Cuba, Venezuela

Clusia (Clusia rosea)

- Cuesta-Rubio, O. et al 2002

Meéditerranée
Algérie

Gréece

Populus spp. (type I)
Cistus spp. (type II)
Probablement Conifer spp.

- Piccinelli, A. L. et al 2013
-Velikova, M. et al 2000
- Popova, M. P. et al 2010
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Turquie Populus spp, Eucalyptus spp, et - Duran, N.et al 2011
Castanea sativa - Velikova, M. et al 2000
Malta Ferula spp - Popova, M. et al 2011
Afrique Probablement M. schweinfurthii - Petrova, A. et al 2010
Nigeria
Kenya
Cameroun
Congo
Russie verrucosa, B. pendula et B. - Isidorov, V. A. etal 2014
pubescens
La région du pacifique | Macaranga tanarius - Kumazawa, S. et al 2004
Okinawa, Hawaii et - Chen, C.-N. et al 2012
Taiwan

I-3-Composition chimique

Le développement des techniques de separation et de purification telles que la

chromatographie liquides a haute performance (HPLC), la chromatographie sur couche mince,

la chromatographie en phase gazeuse (GC), ainsi que les techniques d'identification, telles que

la spectroscopie de masse (MS), la résonance magnétique nucléaire (RMN), les techniques

couplés (GC-MS) qui ont permis la séparation et I’identification de nombreux composés.

I-3-1-Zones tempéreées

La propolis des zones tempérees est riche en composés phénoliques considérés comme

typiques des bourgeons de peuplier tels que les flavonoides aglycones (flavones et flavanones

avec un cycle B non substitué : pinocembrine, pinobanksine, galangine, quercitine et chrysine,

mais aussi des acides et esters phénoliques comme I’ester phénéthylique d’acide caféique

CAPE (Falcéo, et al. 2010 ; Sun, et al. 2012).

HO 0 o
OH 0 OH 0
Pinocembrine Pinobanksine

16




LA PROPOLIS

HO \

HO
Ester phénéthylique d’acide caféique
(0] Ra
Rs \ R4
OH
R, o)
Rs
Ry
R1
R2
OH (@]
Ri1 R2 R3 R1 R2 R: Rs Rs
Acide cinnamique H H H Chrysine H OH H H H
Acide p-coumarique OH H H Galangine OH OH H H H
Acide caffeique OH OH H kaempférol OH OH H OH H
Acide férulique OH OCHs; H Quercétine OH OH OH OH H
Acide isoférulique  OCHz OH H

I-3-2-Zones tropicales

Dans les régions tropicales comme le Brésil, les principales familles chimiques
rencontrées dans la composition de la propolis sont les dérivés prénylés de I’acide p-coumarique
(comme artépilline C) et les acides caféoylquiniques (Bankova, et al 2000). Les flavonoides
comme le kaempféride et I’isosakuranétine et quelques dérivés de kaempferol ont également
été trouveés dans des échantillons brésiliens (Park, et al. 2002). De plus, la propolis rouge des
régions nord-est du Brésil présente des concentrations élevées d'acides phénoliques et des
flavonoides tels que : formononétine, isoliquiritigénine, liquiritigénine, médicarpin et
biochanine A (Daugsch, et al. 2008 ; Silva Frozza, et al 2013).

Des benzophénones prénylées comme la némorosone ont quant a elles été retrouvées dans

des propolis du Vénézuela Tomas-Barberan, et al (1993), de Cuba Hernandez, et al (2005), de
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I’ Amazonie brésilienne De Castro | shida, et al (2011) et du Nord-Est du Brésil (Castro, et al
2009).

De nombreuses études sur la propolis africaine de différentes régions comme le Kenya,
le Cameroun, le Congo et I'Ethiopie ont montré que les triterpénoides constituaient les

principaux composants chimiques (Petrova, et al 2010; Rushdi, et al 2014; Papachroni, et al
2015).

OH

Artepillin C

1-3-3- Zones méditerranéennes

La propolis méditerranéenne a été récemment découverte. Cette propolis est tres peu
¢tudiée cependant, les recherches réalisées jusqu’a ce jour indique qu’elle est caractérisée par

une forte concentration en terpénoides comme 1’acide isocupressique. (Piccinelli, et al 2013)

HQ

Acide isocupressique
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I-3-4-Zones pacifiques

La propolis du "Pacifique" est une autre particularité. Une nouvelle famille de composés,
les prényl flavonoides, plus spécifiguement l'isonymphéol-B, a été identifié dans la propolis
d'Okinawa, bien que trois composés déja connus, le nymphéol-A, le nymphéol-B et le
nymphéol-C, aient également été isolés dans trois échantillons (Kumazawa, et al 2004).
Comme la propolis d'Okinawa, la propolis hawaienne est également composée de ce type de
molécules. Neuf prényl flavonoides ont été identifiés (Inui, et al 2012). L’étude de la propolis
taiwanaise a permis la séparation et I’identification de huit prényl flavanones, de nymphéol-A,
de nymphéol-B et de nymphéol-C, de propolines A, B et E, d'isonymphéol B et de 3-
géranylnaringénine (Chen, et al 2012).

OH
OH
HO O “‘\\
~ ~
OH O
nymphéol-A

OH o}

nymphéol-C
I-3-5-Propolis Algérienne

Il n’y a pas beaucoup d’études sur la propolis Algérienne, les rares articles qui existent

sont en rapport avec la composition chimique et quelques activités biologiques, cependant il
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n’existe pas d’études concernant la provenance de la propolis Algérienne ainsi que son origine
botanique.

D’aprés une étude réalisée sur 14 échantillons différents Piccinelli, et al (2013) ont détecté
la présence de deux types de propolis prévenant de deux espéces principales : Populus spp et
Cistus spp. Le premier type est riche en composé phénoliques (chrysine, apigénine, kaempférol,
galangine, pinobanksine, pinobanksine 3-acétate et les dérivés de I’acide cafeique). Le second
type est riche en composés terpéniques (acide cupréssique, acide isocuprssique, acide
imbricatoloique, torulosal, isoagathotal, torulosol, agathadiol, cistadiol).

Les travaux réalisés par Segueni, et al (2011, 2016) ont permis la séparation et
I’identification de flavones et d’acides caféiques : acide férulique coumarique, caféique et
cinnamique. Ces composés sont considérés comme marqueurs de propolis de type peuplier
(Segueni, et al 2017) .

Une étude plus récente a mis en évidence la présence des composés phénolique suivant:
Pinostrombine, galangine, naringenine, tectochrysine, methoxychrysin et suberosine
(Boutabet, et al 2011),

Dans une autre étude réalisée par Velikova, et al (2000), les auteurs ont rapporté une

quantité trés importante d’hydroditerpinique trouvée dans un échantillon de propolis algérienne.

I-3-6-Composés chimique isolés de la propolis

D’apres ’étude bibliographique que nous avons menée, les travaux phytochimiques
effectués sur la propolis ont permis essentiellement I’isolement de flavonoides, terpenoides et

les acides phénoliques et leurs esters .

I-3-6-1- Flavonoides

Les flavonoides ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) reliés entre
eux par une chaine en C3 (Figure-15) qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C). lls couvrent
une large gamme de couleur allant du rouge a l'ultraviolet en passant par le jaune. Leur couleur
dépend de leur structure mais aussi de I'acidité du milieu (pH).Selon les détails structuraux les
flavonoides se divisent en 6 groupes : flavone, flavonol, flavonone, isoflavone, chalcone,
aurone. Ces composes existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est

a-dire liée a des oses et autres substances (Heller et Forkmann 1993).
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Figure-15 : Structure chimique commune des flavonoides
Les flavonoides de la propolis sont devenus un sujet de recherche trés intéressant car ils
possedent de nombreuses propriétés biologiques.
Les principaux flavonoides de la propolis sont : les flavones, les flavonols, les flavanones
et les chalcones
Parmi les flavones, quatre composés sont majoritaires :
» Lachrysine
» l'apigénine
» la lutéoline
» larutine (Zainullin, et al 2018)
Les quatre flavonols majoritaires sont :
> la galangine
» la quercétine
> le kaempférol
» larhamnazine (Inui, et al 2012)
Les flavanones les plus présents sont:
» la pinostrobine
» la pinocembrine
» I'hespéritine
> les pinobanksines et ses dérivés (Li, et al 2008)
Les chalcones et dihydrochalcone majoritaires sont :
> 2, 4,6 trihydroxy-dihydrochalcone
» 2,4-dihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone
» Pinobanksine-3-acetate chalcone
» Pinostrobine chalcone (Silva, et al 2019)

Les composeés isolés sont représentés dans le tableau-2 suivant :
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Tableau-2 : Les flavonoides identifiés dans la propolis

N | Nom chimique | Origine | Références
Flavone

1 (7"R)-8-[1-(4"-hydroxy-3'-méthoxyphényl) prop-2-en-yl] chrysine Mexique Li, F. etal 2010

2 6-cinnamyl chrysine Chine Cao, Y.et al 2004

3 Lutéoline Chine Usia, T.et al 2002

4 5-hydroxy-3,3°,4°, 7,8-pentamethoxyflavone Brésil Silva, C.C.et al 2019

5 Hexa méthoxyflavone Egypte Hegazi, A.G.et al 2002

6 3" 5-dihydroxy-4',7-diméthoxyflavone Pologne Maciejewicz, W 2001

7 5-hydroxy-7,4'-diméthoxyflavone Bashkir Zainullin .R. A. et al 2018

8 5,7-dihydroxyflavone (chrysine) Bashkir Zainullin .R. A. et al 2018

9 Apigénine Algérie Piccinelli, A.L.et al 2013
Flavonol

10 Kaempferol Algérie Piccinelli, A.L.et al 2013

11 Galangine Algérie Piccinelli, A.L.et al 2013

12 2'-géranylquercetine Tle des Salomon | Inui, S.et a 2012

13 2'-(8"-hydroxy-3",8"-diméthyl-oct-2"-enyl)-quercétine Tle des Salomon | Inui, S.et al 2012

14 8-(8"-hydroxy-3",8"-diméthyl-oct-2"-enyl)-quercétine Tle des Salomon | Inui, S.et al 2012

15 | (7"R)-8-[1-(4"-hydroxy-3'-méthoxyphenyl) prop-2-en-1-yl]-galangine Mexique Li, Fetal 2010

16 Macarangine Kenya Petrova, A.et al 2010

Flavanone

17 (2R,3R)-3,7-dihydroxyflavanone Brésil Li, F.et al 2008

18 (2R,3R)-3,7-dihydroxy-6-méthoxyflavanone Brésil Li, F.et al 2008

19 (2S)-7-hydroxyflavanone Brésil Li, F.et al 2008

20 (2S)-7-hydroxy-6-méthoxyflavanone Brésil Li, F.et al 2008

21 (2S)-naringénine Brésil Li, F.et al 2008

22 (2S)-dihydrobaicalein Brésil Li, F.et al 2008

23 (2S)-dihydro oroxyline A Brésil Li, F.et al 2008

24 (2S)-5-hydroxy-7-méthoxyflavanone (pinostrobine) Bashkir Zainullin .R. A. et al 2018.

25 (2S)-5-hydroxy-7,4'-diméthoxyflavanone Bashkir Zainullin .R. A. et al 2018

26 5,7-dihydroxy-6-méthoxy-2,3-dihydroflavonol-3-acétate Australie Tran, V.H.et al 2012

27 (2R, 3R)-3,6,7-trihydroxyflavanone Népal Shrestha, S.P.et al 2007

28 3',4',6-trihydroxy-7-méthoxy flavanone Népal Shrestha, S.P.et al 2007

29 5-Méthoxy-3-hydroxyflavanone Le Portugal Falcdo, S.I. et al 2010

30 Hespéritine-5,7-diméthyléther Le Portugal Falcdo, S.I. et al 2010

31 Pinobanksine-5-méthyl-éther-3-O-pentanoate Le Portugal Falcdo, S.I. et al 2010

32 Propoline A Taiwan Chen, C.N.et al 2003

33 Propoline B Taiwan Chen, C.N.et al 2003

34 Propoline E Taiwan Chen, C.N.et al 2003

35 Sigmoidine B Taiwan Chen, C.N.et al 2003

36 Bonannione A Taiwan Chen, C.N.et al 2003

37 Solophénol A Tle des Salomon | Inui, S.et al 2012

38 Sophoraflavanone A Tle des Salomon | Inui, S.et al 2012

39 (2S)-5,7-dihydroxy-4'-méthoxy-8-prénylflavanone Tle des Salomon | Inui, S.et al 2012
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40 3-0-[(S)-2-méthylbutyroyl] pinobanksine Chine Usia, T. et al 2002
41 7-O-prénylstrobopinine Grece Melliou, E.et al 2004
42 7-O-prénylpinocembrine Grece Melliou, E.et al 2004
43 5, 7,3’ ,4°-tétrahydroxy-5'-C-géranylflavanone Brésil Kumazawa, S.et al 2004
44 5, 7,3’ 4’ -tétrahydroxy-6-C-géranylflavanone Japon Kumazawa, S.et al 2004
45 5, 7,3’ ,4°-tétrahydroxy-2'-C-géranylflavanone Japon Kumazawa, S.et al 2004
46 5, 7,3’ 4’ -tétrahydroxy-2'-C-géranyl-6-prénlyflavanone Japon Kumazawa, S.et al 2004
47 (2R, 3R)-3,5-dihydroxy-7-méthoxyflavanone3-(2-méthyl) butyrate Japon Li, F. etal 2010
48 | (2R, 3R)-6[1-(4'-hydroxy-3'-méthoxyphényl) prop-2en-1-yl] pinobanksine Mexique Li, F. etal 2011
49 (2R, 3R)-6[1-(4"-hydroxy-3'-méthoxyphényl) prop-2en-1-yl] Mexique Li, F. etal 2011
pinobanksine-3-acétate
Isoflavone
50 Calycosine Brésil Li, F.et al 2008
51 Medicarpin Brésil Alencar, S.et al 2007
52 7,4'-dihydroxyisoflavone Brésil Alencar, S.et al 2007
53 4", 7-diméthoxy-2'"-isoflavonol Brésil Alencar, S.et al 2007
54 Homopterocarpin Brésil Alencar, S.et al 2007
55 7,3-dihydroxy-6,5'- méthoxyisoflavonoide Népal Shrestha, S.P.et al 2007
56 7,3 4-trihydroxy-5'-méthoxyisoflavonoide Népal Shrestha, S.P.et al 2007
57 6, 7,3’-trihydroxy-4'-méthoxyisoflavonoide Népal Shrestha, S.P.et al 2007
58 7-hydroxy-4'-méthoxyisoflavonoide Cuba Piccinelli, A.L.et al 2005
59 5,7-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavonoide Cuba Piccinelli, A.L.et al 2005
Isodihydroflavone
60 Biochanine Cuba Campo F et al 2008
61 (3R)-4'-méthoxy-2',3,7-trihydroxyisoflavanone Brésil Li, F.et al 2008
62 2'-hydroxybiochanine A Brésil Li, F.et al 2008
63 Pratenséine Brésil Li, F.et al 2008
64 Daidzéine Brésil Li, F.et al 2008
65 Formononétine Brésil Li, F.et al 2008
66 Xenognosine B Brésil Li, F.et al 2008
67 Biochanine A Brésil Li, F.et al 2008
Chalcone
68 4,4'-dihydroxy-2'-méthoxychalcone Brésil Li, F.et al 2008
69 3, 4,2°,3’-tetrahydroxychalcone Brésil Righi, A.A.etal 2011
70 4,2’ 4’-trihydroxy-2-méthoxychalcone Brésil Silva, C.C.et al 2019
71 Isoliquiritigénine Brésil Li, F.et al 2008
Dihydrochalcone
72 2" 4-dihydroxychalcone Brésil Li, F.et al 2008
73 (aS)-a, 2°, 4,4’-tetrahydroxydihydrochalcone Brésil Li, F.et al 2008
74 2',6'-dihydroxy-4',4-diméthoxydihydrochalcone Canada Christov, R.et al 2006
75 2'4',6'-trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone Canada Christov, R.et al 2006
76 2',6',4-trihydroxy-4'-méthoxydihydrochalcone Canada Christov, R.et al 2006
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I-3-6-2- Terpénoides

Les terpénes sont une vaste classe de composés organiques d’origine naturelle. On les
connait également sous le nom d’isoprénes, car leur structure repose sur la répétition d’unités
d’isopréne (CsHs). Les terpenes sont les principaux composants de la résine végétale et des
huiles essentielles extraites de ces plantes. lls sont classés en monoterpenes a 10 carbones dont
I’isoprene est la molécule de base, en sesquiterpénes a 15 carbones, en diterpénes a 20 carbones,
en triterpénes, en tétraterpénes, etc...

Parmi cette classe de composé, on rencontre principalement dans la propolis les
monoterpénes acycliques, monocycliques et dicycliques. Les monoterpénes acyclique et
monocyclique retrouvés sont les myrcénes, les p-menthanes et les cinéoles. Les monoterpenes
dicycliques sont classés en cing groupes : les thujanes, les caranes, les pinanes, les fenchanes
et les camphenes.

Les sesquiterpénes constituent 1’'une de principales classes de métabolites secondaires
présents dans la propolis et se répartissent en quatre catégories : acycliques (les derivés de
farnesane), monocyclique (4 types), dicyclique (5types) et tricyclique (10 types) (Oliveira, et
al 2010)

Les Cembrane, labdane, abiétane, pimarane et totarane sont signalés comme étant les
principaux diterpenes de la propolis (Popova, et al 2009).

Pour les triterpénes tetra et pentacyclique les principales classes retrouvées dans la
propolis sont les lanostanes et le cycloartane pour le premier groupe ainsi que l'oléanane,
I'ursane et le lupane pour le second groupe (Pereira, et al 2002).

Tableau -3 : Les terpenes identifiés dans la propolis

N Nom chimique Origine | Références
Monoterpenes
1 trans-B-Terpinéol Gréce Melliou, E. et al 2007
Linalol Brésil Oliveira, A.P. et al 2010
3 Camphre Iran Trusheva, B.et al 2010
Diterpenes
4 acide imbricatoloique Algérie Piccinelli, A.L.et al 2013
5 isoagathotal Algérie Piccinelli, A.L.et al 2013
6 Oxyde de manoyle Gréce Popova, M. P.et al 2010
7 Ferruginol Gréce Popova, M. P.et al 2010
8 Ferruginolone Gréce Popova, M. P.et al 2010
9 2-Hydroxyferruginol Gréce Popova, M. P.et al 2010
10 6/7-Hydroxyferruginol Gréce Popova, M. P.et al 2010
11 Sempervirol Gréce Popova, M. P.et al 2010
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12 Acide abiétique Grece Popova, M. P.et al 2010

13 18-succinyloxyabietadiéne Grece Popova, M. P.et al 2010

14 18-succinyloxyhydroxyabietatriéne Grece Popova, M. P.et al 2010

15 18-hydroxyabieta-8, 11,13-triéne-7-one Grece Popova, M. P.et al 2010

16 Acide imbricataloique Grece Popova, M. P.et al 2010

17 Acide diterpénique Grece Popova, M. P.et al 2010

18 Acide néoabiétique Gréce Popova, M. P.et al 2010

19 Labda-8(17), 12,13-triéne Grece Popova, M. P.et al 2010

20 Acide hydroxy dihydro abiétique Gréce Popova, M. P.et al 2010

21 Dihydroxyabieta-8, 11,13-triéne Grece Popova, M. P.et al 2010

22 Acide 13(14)-déhydrojunicedrique Grece Popova, M. P.et al 2010

23 Acide déshydroabiétique Gréce Popova, M. P.et al 2010

24 18-Hydroxyabieta-8, 11,13-triéne Grece Popova, M. P.et al 2010

25 Acide junicedric Grece Popova, M. P.et al 2009

26 tran-Communal Gréce Popova, M. P.et al 2009

27 acide palmitoyl isocupressique Gréce Popova, M. P.et al 2009

28 acide 13-hydroxy-8(17) ,14-labdadien-19-oique Grece Popova, M. P.et al 2009

29 acide 15-oxolabda-8(17) ,13(E)-dien-19-oique Gréce Popova, M. P.et al 2009

30 Acide pimarique Grece Popova, M. P.et al 2009

31 Totarolone Gréce Popova, M. P.et al 2009

Triterpénes

32 Alcanoate de lupeol Brésil Pereira, A.S.et al 2002

33 Lupeol Cameroun Papachroni et al. 2015

34 Acetate de lupeol Cuba Marquez Hernandez, I et al 2010

35 Acétate de lanostérol Egypte Hegazi, A.G.et al 2002

36 Lanostérol Cuba Mérquez Hernandez, | et al 2010

37 Acétate de germanicol Cuba Mérquez Hernandez, | et al 2010

38 germanicol Cuba Mérquez Hernandez, | et al 2010

39 Acétate de B-amyrine Cameroun Papachroni et al. 2015

40 B-amyrone Cuba Mérquez Hernandez, | et al 2010

41 Acétate de a-amyrine Cuba Mérquez Hernandez, | et al 2010

42 a-Amyrone Cuba Mérquez Hernandez, | et al 2010

43 24-méthyléne-9,19-cyclolanostan-34-ol Brésil Pereira, A.S.et al 2002

44 Acide (22Z, 24E)-3-oxocycloart-22,24-diéne-26-oique Birmanie Li, F.et al 2009

45 Acide (24E)-3-ox0-27,28-dihydroxycycloart-24-en-26-oique Birmanie Li, F.et al 2009

46 Acide 3,4-seco-cycloart-12-hydroxy-4(28) ,24-diéne-3-oique Grec Popova, M. P.et al 2010

47 Acide cycloart-3,7-dihydroxy-24-en-28-oique Grec Popova, M. P.et al 2010

48 Ester méthylique d’acide 3-Oxo-triterpenique Egypte El Hady, F.K.A.et al 2000

49 Lupénone Brésil Silva, C.C.etal 2019
Sesquiterpénes

50 Junipéne Grec Melliou, E. et al 2007

51 v-Elemene Brésil Oliveira, A.P. et al 2010

52 a-Ylangene Brésil Oliveira, A.P. et al 2010

53 Valencéne Brésil Oliveira, A.P. et al 2010
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54 8-pH-Cedran-8-ol Turquie Kartal, M.et al 2002

55 a-Bisabolol Turquie Silici, S. et al 2005

56 a-Eudesmol Turquie Silici, S. et al 2005

57 a-Cadinol Turquie Silici, S. et al 2005

58 Patchouléne Indonésie Wiryowidagdo, S.et al 2009

I-3-6-3- Acides phénoliques

Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé organique possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en phytochimie
consiste a réserver ce terme aux dérivés de ’acide benzoique et de I’acide cinnamique.

L’acide caféique ou acide (E)3-(3,4-dihydroxyphényl)prop-2-énoique est un composé
organique naturellement présent dans toutes les plantes car c’est un intermédiaire clé¢ dans la
biosynthése de la lignine. C’est un dérivé de ’acide cinnamique qui a une structure trés proche
de I’acide férulique et, comme lui, il appartient aux grandes familles des phénylpropanoides et
des acides-phénols.

La propolis de type peuplier est riche en phenylpropanoides, dont l'acide cinnamique,
I'acide p-coumarique, l'acide caféique, I'acide férulique et leurs dérivés. Parmi ces substances,
les acides cinnamiques prénylés sont considéré comme des composés caractéristiques de la
propolis verte brésilienne. Ces derniéres années, les chercheurs ont identifié une série de dériveés
de phénylpropanoides dans la propolis ainsi que des dérivés de I'acide caféique et un dérivé de
I'acide isoférulique (Salatino, et al 2005).

Tableau-4 : Les acides phénoliques identifiés dans la propolis

N Nom chimique Origine | Références

1 acide chlorogénique Brésil Sun, S.et al 2019

2 acide isochlorogénique Brésil Sun, S. et al 2019

3 acide cis-3-méthoxy-4-hydroxycinnamique Brésil Teixeira, E.W. et al 2005
4 acide trans-3-méthoxy-4-hydroxycinnamique Brésil Teixeira, E.W. et al 2005
5 acide galique Brésil Salatino, A.et al 2005

6 Acide p-méthoxycinnamique Brésil Salatino, A.et al 2005

7 Acide dihydrocinnamique Brésil Salatino, A.et al 2005

8 Acide 3-prényl-4-hydroxycinnamique Brésil Marcucci, M.et al 2001
9 Acide 3,5-diprényl-4-hydroxycinnamique Brésil Marcucci, M.et al 2001
10 3-méthyl-2-butényl isoférulate Brésil Salatino, A.et al 2005

11 3-méthyl-3-butényl cafféate Brésil Salatino, A.et al 2005
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12 Hexadécyle cafféate Brésil Salatino, A.et al 2005
13 Méthyl(E)-4-(4"-hydroxy-3'-méthylbut-(E)-2"-enyloxy) cinnamate Brésil Abu-Mellal, A.et al 2012
14 Tétradécényl cafféate (isomer) Australie Hegazi, A.G.et al 2002

La propolis a une faible valeur nutritive directe. Les vitamines sont présentes en trés faible
quantité tel que A, B1, B2, Bg, C et E (Ghisalberti, 1979). Cvek, et al (2008) a rapporté la
présence de quelque minéraux tels que Ca, K, Mg, Na, Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni, Sr et Zn. Par
contre la propolis est riche en sucres glucose, fructose et saccharose Crane (1988) et en
hydrocarbures (les alcanes, les alcénes, les alcadiénes, les monoesters, les diesters, les esters
aromatiques). Des acides gras et des stéroides ont éteé identifiés dans la propolis égyptienne
Hegazi, A.G.et al (2002) et la propolis brésilienne (Teixeira, E.W. et al 2005).

I-4- Propriétes pharmacologiques
La propolis possede un large spectre d’activité biologique, nous allons nous intéresser a

celles qui ont fait I’objet de plusieurs études scientifiques.

I-4-1-Activité antioxydante

De nombreuses études ont prouvé que la propolis posséde une activité antioxydante trés
puissante. Cette activité est due a sa composition chimique. Plusieurs recherches ont démontré
que l’activité antioxydante de la propolis était positivement corrélée avec sa teneur en
polyphénols. Les composes phénoliques responsables de cette activité sont principalement
I’ester phénéthylique d’acide caféique (CAPE), le kaempférol mais aussi quelques acides
cinnamiques tels que : ’acide caféique, p-coumarique et férulique.

La propolis algérienne sujet de la présence étude a fait I’objet de plusieurs chercheurs.
Dans une étude réalisée par Piccinelli, et al (2013), I’activité antioxydante de 14 propolis
algérienne a été évaluée par leur capacité de piégeage des radicaux libres. Les résultats obtenus
ont permis de classer la propolis algérienne en deux groupes. Un premier groupe riche en
composés phénolique principalement flavonols (kaempferol, galangine) et I’acides caféique et
leur ester présentant la capacité la plus importante de piégeage des radicaux libres (ICsp : varie
entre 32.3 et 82.5 pg.ml-1) et un second groupe qui au contraire regroupe des propolis
présentant une faible activité antioxydante (ICso : varie entre 208.3 et 600 pg.ml-1). Cette
diminution de I’activité décelée dans le deuxieme groupe en corrélation avec leur faible teneur
en composés phénoliques. Ces propolis présentent par contre une grande teneur en Composés

terpénique.
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Dans une autre étude Boufadi, et al (2014), ont testé I’efficacité des fractions de 1’extrait
acétate d’éthyle de deux types de propolis algérienne ainsi que de quelque polyphénol et
flavonoides séparés et identifiés. Les résultats suggerent que I’effet antioxydant est da a la
présence de flavonoides et d’autre composé comme I’acide caféique et ses dérivés.

L’étude de l’activité antioxydante des extraits de propolis de différentes localités de
I’Ouest Algérien ont montré que la quantité en composés phénoliques ainsi que ’activité anti
radicalaire par le test de DPPH dépendent de la situation géographique et la flore locale de
chaque région d’étude (Debab, et al 2017).

La propolis de Beni Belaid, Jijel (Nord-est d'Algérie) posséde un effet antioxydant trés
important réalis€ par 4 méthodes différentes et les résultats de I'investigation chimique
indiquent la présence des acides phénoliques tels que les acides coumarique, caféique, férulique
et trans cinnamique qui considérés comme marqueurs de la propolis de type peuplier (Segueni,
et al 2017).

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour evaluer in vitro I’activité antioxydante de la
propolis

par piégeage de radicaux différents, comme les radicaux libres DPPH
(diphénylpicrylhydrazyle) Bonvehi, et al (2011), les radicaux ABTS (sel d’ammonium de
’acide2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6- sulfonique) Ahn, et al (2007), les ions ferriques
par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) Laskar, et al (2010), les
peroxydes ROO-« par les méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capaciy) Silva, et al
(2011) et superoxydes 02+ (Russo, et al 2002).

I-4-2-Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne est I'une des activités biologiques de la propolis les plus
étudiées, C’est I'activité la plus largement documentée ces dernicres années en raison de la
nécessité de découverte de nouveaux traitements contre les maladies infectieuses, en particulier
avec l'augmentation de la résistance des agents pathogéenes aux antibiotiques actuels.

> Activité antibactérienne

Les études en rapport avec I’activité antibactérienne de la propolis ont démontrée qu’elle
est trés active. En effet la propolis agit sur de nombreuses souches bactériennes Gram+ et
Gram- (aérobie et anaérobie) Ordonez, et al (2011), cette activité est plus prononcée pour les
souches Gram + (Fokt, et al 2010). Les différentes études suggérent que la propolis et ses

composés peuvent agir par plusieurs mecanismes tels que : I’inhibition de la croissance
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bactérienne, le blocage de la division cellulaire, la désorganisation du cytoplasme, I’inhibition
de la synthése protéique ou I’inhibition du processus d’adhésion (Mirzoeva, et al 1997).

Parmi les bactéries dont la croissance est inhibée, on retrouve principalement des
Staphylocoques (le plus généralement S.aureus) Lu, et al (2005), des Streptocoques (S.mutans
et S.sanguinis) Koo, et al (2000) et des bacilles (B.subtilis) Joélle Millet, et al (2006) pour les
Gram+ et des P.aeruginosa Marcucci, et al (2001), Listeriamonocytogenes (Yang, et al 2006),
Escherichia coli Darwish, et al (2013), Porphyromonas gingivalis (Santos, F. A. et al 2002) et
Helicobacter pylori Banskota, et al (2001) pour les Gram negative.

Des travaux sur I’activité antibactérienne de la propolis algérienne ont révelé une activité
importante sur S. aureus et les streptocoques B (et non hémolytique) et une faible activité sur
les bacilles a gram négatif (Segueni, et al 2014).

Une étude de I’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique de la propolis algérienne
collectée de quatre différentes régions a été réalisée. Les résultats ont montré un effet positif
contre les bactéries a gram positif. De plus une corrélation positive entre [lactivité
antimicrobienne et la composition chimique (teneur en polyphénols et flavonoides) a été
observée (Nedji, et al 2014)

» Activité antifongique

La propolis a une activité antifongique importante contre les germes appartenant au genre
Candida, mais aussi contre les champignons de type Aspergillus Ota, et al (2001),
Mycrosporum ainsi que contre les levures (Dalben-Dota, et al 2010).

» Activité antivirale

Les etudes ont montré que la propolis et ses constituants étaient efficaces contre de
nombreux virus : myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus, adénovirus (Schnitzler, et al
2010). De plus, 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 (Liu, et al 2008). La propolis du peuplier et I’un de ses principaux composes,
’ester phényléthylique d’acide caféique (CAPE) ont un potentiel anti-VIH (comme agent anti-

intégrase du virus).

I-4-3-Activité anti-inflammatoire

L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les flavonoides de la propolis lui
confére cette action anti-inflammatoire, utile dans les inflammations de la cornée, de la trachée,

du pharynx ou dans I’arthrite rhumatismale (Ramo, et al 2007).
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I-4-4-Activité anesthésique

La propolis avec ses composants est un tres puissant anesthésique. Les études ont
démontré que cette résine est trois fois plus anesthésiante que la cocaine et 52 fois plus puissante
que la procaine dans les tests sur les cornées de lapin (Ghisalberti, 1979). L'effet anesthésique
serait dd a la pinocembrine, I'acide caféiques de la propolis et leurs esters (Metzner, 1978). Les
propriétés anesthésiques ont été utilisées par I’homme depuis des siécles les plus reculés dans
le cas des rages des dents. Un emplatre dentaire a été mis en place et breveté en Pologne
(Sosnowski, 1984).

I-4-5-Activité cicatrisante et régénératrice

La propolis a démontré qu'elle possede un effet stimulant sur le métabolisme cellulaire,
la circulation, et la formation du collagene et au méme temps répare I'épiderme abimé
(Ghisalberti, 1979, Krell, R. 1996).

1-4-6-Activité anticancéreuse

De tres nombreuses études in vitro et in vivo ont été réalisées sur ’activité antitumorale
de la propolis et de ses principaux constituants (Li, et al. 2007, Szliszka, et al 2011, Valente,
et al 2011). Parmi les constituants de la propolis responsables de I’activité anticancéreuse, on
retrouve les flavonoides tels que la chrysine, des dérivés de galangine et de catéchine Li, et al.
(2010), Sha, et al (2009) des terpénes tels que des triterpenes Li, et al (2009), diterpénes
contenus dans la propolis grecque Pratsinis, et al (2010) ou encore le CAPE (Najafi, et al 2007,
Lin, et al 2013)

Dans une étude réalisée par Brihoum, et al (2018) I’effet antitumoral d’une propolis
algérienne collectée de la région de Jijel contre la lignée cellulaire A549 (adénocarcinome
pulmonaire humain) a été évalué. Cette propolis a montré une activité trés intérrsante.de plus

elle pouvait bloquer 1’adhésion des cellules par le fibrinogéne.

1-4-7- Activité anti-cholinestérase

Les informations sur I’activité anti-cholinestérase de propolis sont tres limitées,
cependant on retrouve quelques articles concernant cette activité :

Baltas, et al (2016) ont évalué I’activité anti-cholinestérase des extraits de propolis
turques. Le test a été réalisé par la méthode d’Ellman et les résultats obtenus ont montré des
propriétés anti-cholinestérase pour les extraits de propolis les plus riches en composés

polyphénoliques.
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Orhan, et al (2007) ont testé I’activité inhibitrice contre acétylcholinestérase et
Butyrylcholinestérase d’un certain nombre de flavonoides et d’acide phénolique. Parmi les
composés testés seule la quercétine a présenté une inhibition contre I’AChE. Tandis que la
génistéine, la lutéoline-7-O-rutinoside et la silibinine ont exercé une inhibition modérée de
BChE.

1-4-8- Autres activités

D’autres propriétés biologiques ont été décrites pour la propolis tels que :
- Propriétés immunomodulatrice (Orsatti, et al 2010)
- Propriétés anti-ulcérantes (De Barros, et al 2007)

I-4-9- Effet indésirable (toxicité)

La propolis n'est pas toxique pour les hommes et les animaux, si des quantités
raisonnables de propolis sont consommeées (Ghisalberti, 1979). Les doses recommandées ne
doivent pas dépasser 2 g de la propolis extraite par jour (cette dose est déja tres importante si
on tient compte de la dilution de cette résine dans les différentes productions).Cependant, il
peut exister des cas d’allergies de contact (dermatose, eczéma) avec un allergéne bien identifié

: le CAPE (Burdock, 1998).

I-5-Utilisation commerciale

La propolis brute est collectée par les apiculteurs et vendue aux laboratoires pour faire les
différents extraits qui serviront pour la fabrication de diverses gammes de produits. La majorité
de produits a base de la propolis se fait avec des extraits alcooliques, glycoliques, aqueux, et
huileux. Selon le solvant utilisé il est nécessaire le plus souvent de I'éliminer avec les restes des
cires, des impuretés, pour que dans I'extrait final il ne reste autre chose que la résine balsamique
avec ses principes actifs.

La majorité des produits commerciaux sont les compléments alimentaires, produit de
soins (pastilles, tablettes, cremes, baumes, suppositoires) et d’hygiene (shampooings, savons,
dentifrice) ainsi que les préparations magistrales en pharmacie (suppositoires, onguent,
emplatres). Souvent la propolis est mélangée avec d’autres produits de la ruche pour lui rendre
encore plus d’efficacité thérapeutique. Les pastilles, les sirops et propolis huileuse sont utilisés
pour les problemes de la gorge, du nez et refroidissement. Les sticks pour les boutons de fiévre,
gercures et crevasses sur les lévres. Les propriétés antioxydants, antimicrobiennes et

antifongiques sont mises en évidence dans toute la gamme des produits ou la propolis est
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ajoutée. Au Japon il est permis de rajouter la propolis pour la conservation des poissons

surgelés.
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Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de produits naturels d’origine végétale
et de synthése organique. Les propolis étudiées proviennent de plusieurs régions : Constantine
(CN), Boumerdeés (BN), Mila (Chelghoum EI Aid : CHN), Tébassa (TN) et Guelma (GN).
(Tableau-5)

Notre travail s’intéresse a 1’étude comparative de plusieurs propolis Algérienne, cette
comparaison est réalisée en fonction de leur profil chimique et propriétés biologiques et plus
particulierement ’activité antioxydante.

Cette premiere partie de notre travail nous a permis de faire une premiére classification
des propolis étudiées et de sélectionner les extraits les plus actifs pour I’investigation
phytochimique.

Tableau-5 : Différents échantillons de propolis

région zone Date de récolte
Constantine Djebel ouahch 2012
Boumerdes Bouzegza 2009
Mila Ain mellouk 2013
Tébassa Youkous 2009
Guelma 2010

I1-1-Présentation de la matiere premiere

Les échantillons de propolis étudiees ont été récoltés par des apiculteurs de différentes
régions Algériennes entre 2009 et 2013. La récolte a été effectuée par le raclage des cadres
ensuite les morceaux de propolis obtenus ont été rassemblés en petites boules afin de minimiser
la surface de contact avec l'air, et donc limiter I'oxydation (Figure-16) . Par la suite, les boulettes
ont été émiettées ou cassées en plus petits fragments pour procéder a I'extraction de la propolis.
Le poids de la propolis varie entre 20 et 150g. La conservation des échantillons a été faite a

I’abri de la lumiére et de la chaleur.

Figure-16 : Matiere premiere

https://fr.wikipedia.org/wiki/Propolis
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I1-2-Extraction de la propolis

L’extraction des substances bioactives de la propolis est réalisée par macération
directement dans le solvant allant du solvant le moins polaire vers le solvant le plus polaire. Les
solvants utilisés sont 1’éther de pétrole, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle et enfin le méthanol.
La propolis est additionnée de dix volumes de solvant de son poids c’est-a-dire 1g de propolis
dans 10 ml de solvant. Le mélange est laissé pour macération pendant 24h. Enfin le mélange
est filtré puis évaporeé a sec sous vide. Cette opération est répétée 3 fois pour chaque solvant.

11-3-Etude comparative

Les polyphénols sont une catégorie de molécules organiques largement répandus dans la
propolis et le regne végétal. Leur role d’antioxydant naturel suscite de plus en plus d’intérét
pour la prévention et le traitement de plusieurs maladies.

Le but de cette étude est I’évaluation de I’activité antioxydante de nos propolis par
plusieurs techniques. De plus nous avons analysé les extraits les plus actifs par

Chromatographie en phase liquide couplée a la masse (LC-MS).

11-3-1-Dosage des polyphénols

e Principe

Le dosage des polyphénols a été effectué par méthode colorimétrique sur microplaque en
utilisant le réactif de Folin-ciocalteu.Selon la méthode décrite par (Muller, et al 2010).

En présence de phénol, le mélange d’acide phosphotungstique et phosphomolibdique est
réduit en oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue produite est
proportionnelle au taux de composés phénoliques et possede une absorption maximale a 725
nm (Waterhouse, 2002).

e Mode opératoire

Un volume de 20 pl de chaque extrait préparé dans le méthanol est mélangé a 100 ul de
réactif de Folin (dilué dix fois dans I’eau distillée) puis 75 pl de bicarbonate de sodium (7.5%)
sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 heures d’incubation a la température ambiante,
I’absorbance de tous les extraits est mesurée par un spectrophotométre UV- visible & 765 nm
contre le blanc sans extrait.

e Expression des résultats

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la

gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon de 1’acide gallique (25-200 pg/ml) et les

résultats sont exprimés en mg équivalant d’acide gallique par 1g d’extrait de propolis.
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11-3-2-Dosage des flavonoides

e Principe

Le dosage des flavonoides a été réalisé sur microplague a 96 puits selon la méthode
décrite par Topcu, G. et al. (2007) avec quelques modifications. Les flavonoides possedent un
groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 qui est susceptible de donner avec le
groupement CO un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Ils forment ainsi des
complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le
métal (Al) perd deux électrons pour s unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique
agissant comme donneur d’¢lectrons. (Zhou, et al 2005).

e Mode opératoire

Le mélange de 50 pl de chaque extrait et 130 ul de méthanol sont ajoutés a 10 ul d’acétate
de potassium (CH3COOK) et 10 ul de nitrate d’aluminium (AI(NO3)2,9H.0). Apres une
incubation pendant 40 min I’absorbance du mélange obtenu est directement mesurée au
spectrophotometre UV- visible a 415 nm contre le blanc.

e Expression des résultats

La teneur en flavonoides totaux des extraits est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, réalisée par un standard étalon (la quercétine) a
différentes concentrations (25-200 pg/ml) et les résultats sont exprimes en mg équivalant de

quercétine par 1g d’extrait de propolis brute.

11-3-3-Etude de Pactivité antioxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des
extrais de propolis. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration
d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre étude nous avons utilisé cinq différents tests
chimiques a savoir : I’effet (scavanger) d’un antioxydant sur le radical 2,2diphényl1-1-picryl-
hydrazyl (DPPH) et le radical 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ABTS, le
test du blanchissement du B-carotene, le test de la capacité antioxydante par réduction du fer
(FRAP) qui mesure les pouvoir de réduction des ions de fer et enfin le test de la capacité
antioxydante par réduction du cuivie CUPRAC qui mesure les pouvoir de réduction des ions

de cuivre.
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11-3-3-1- Test de P’activité antiradicalaire au DPPH
e Principe

L’activité antioxydante des extrais de la propolis est évaluée par balayage au radical
DPPH afin de déterminer les propolis les plus actives. Le 1-1 diphenyl-2-picry-hydrazyl est
défini comme un radical libre de couleur violette qui réagit avec des groupements qui peuvent
donner un atome d’hydrogéne ou un électron par exemple : les groupements amines, les
phénols, les acides, les composés hydro-aromatique etc. Ceci provoque la forme réduite
(1,2diphenyl-2- (2, 4,6-trinitrophenyl) hydrazine) avec la perte de la couleur violette et

apparition d’une couleur jaune pale (Figure-17) (Hatano, et al 1989).

N02 NOZ
O,N NO, /\ — O,N NO,
N : NH
| - \/ R
N N
P ph P ph

Figure-17 : Structure du DPPH et de sa forme réduite

e Mode opératoire

L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par Blois
(1958). Dans un lecteur de microplaque a 96 puits on introduit 40 pl des différents extraits de
propolis aux concentrations allant de 3 a 200 pg/ml auquel on ajoute 160 pl de la solution
méthanolique de DPPH. Aprés agitation, le mélange est incubé a I’obscurité et a la température
ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a 517nm
a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible contre un contrdle négatif contenant uniquement la
solution de DPPH. Le BHT et le BHA ont été utilisés comme contrdle positif.

e Expression des résultats

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre DPPH est
estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH selon I’équation suivante

[% d’activité anti-radicalaire = (AbSpppH— ADSextrait)/AbS pppHx 100]
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Les ICso (la concentration des extraits nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH) sont
calculées graphiquement par la régression linéaire des graphes représentant 1’inhibition en

fonction de différentes concentrations testées.

11-3-3-2- Test de activité antiradicalaire a ’ABTS
e Principe

Le radical cation de I’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS)
est stable sous sa forme libre (Figure-18). Ce radical est facilement formé a partir de ’acide
correspondant par oxydation en présence de persulfate de potassium. L’ajout d’antioxydants de
type phénols, thiols, ou tout composé donneur d’hydrogéne ou d’électron va réduire ce radical
et provoquer la décoloration du mélange (Rice-Evans, et al 1994). La décoloration du radical
mesurée par spectrophotométrie a 734 nm est proportionnelle a la concentration en

antioxydants.

\S/ N
N
O// \OH

Figure-18 : Structure de ’ABTS
e Mode opératoire

L'analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage de I’ABTS a été déterminée
selon le procédé de Re, et al (1999). En pratique, une solution d’ABTS a 7 mM dans I’eau a été
ajoutée a une solution de persulfate de potassium a 2.45 mM. Le mélange est agité puis placé a
’abri de la lumiére pendant 12-16H pour former le radical cation ABTS™. Avant utilisation, la
solution est diluée pour obtenir une absorbance de 0,70 +0,02 a 734 nm. La solution obtenue
est stable lorsqu’elle est conservée a I’abri de la lumiére et a température ambiante. 160 pl de
la solution diluée de radical ABTS™ est ajoutée a 40 pl des extraits des différents propolis aux
concentrations allant de 3 a 200 pg/ml.

e Expression des résultats

Le pourcentage de réduction du radical ABTS™ est calculé selon la formule ci-dessous :

% d’activité anti-radicalaire = (Abs agTs- ADbS extrait / AbS agTs)* 100
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Les concentrations inhibitrices de 50 % (ICso) sont calculées graphiquement par les
régressions linéaires des graphes représentant I’inhibition en fonction de différentes

concentrations des extraits testés.

11-3-3-3-Test du blanchissement du B-caroténe
e Principe
Dans ce test, la capacité antioxydante est déterminée en mesurant I’inhibition de la
dégradation oxydative du B-caroténe par ’acide linoléique qui attaque simultanément le [-
carotene (décoloration) et ayant comme résultat le blanchissement de ce dernier et la disparition
de sa couleur orange (Zargar, et al 2011).
e Mode opératoire
Une masse de 0.5 mg de p—carotene est dissoute dans 1 ml de chloroforme. La solution
obtenue est introduite dans un ballon contenant 25 ul d’acide linoléique et 200 pl de Tween 40.
Apreés évaporation du chloroforme sous vide, 50 ml d’cau distillée saturée en oxygene est ajouté
avec agitation vigoureuse pendant 30 minutes.160 pl de I’émulsion résultante, sont transférés
dans une microplaque a 96 puits contenant 40 pl des extraits des différentes concentrations de
propolis (3 a 200 pg/ml). La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance chaque 30 min
a 470 nm pendant 120 min. Le BHA et Le BHT ont été utilisés comme standards (Marco,
1968).
e Expression des résultats
L'activité antioxydante a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :
AA (%) = [1- (Aro -Ant) / (Aco - Act)] x 100
AA (%) : Activité antioxydante ;
Ano : Valeur de l'absorbance du B-caroténe en présence de I’extrait mesurée a t=0
Aco : Valeur de I'absorbance du B-caroténe en présence de controle négatif mesurée a t=0
Ant: Valeur de 'absorbance du B-caroténe en présence de I’extrait mesurée a t=120 min
Act : Valeur de l'absorbance du B-carotene en presence de contrOle négatif mesurée a t=120
min
11-3-3-4- Test de la Réduction du cuivre (CUPRAC)
e Principe
La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie
de la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproéne (NC), cuivre (Cu*?) Nc2-

Cu*2. En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproéne est réduit
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(Figure-19). Cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement a une longueur d’onde de
450 nm (Apak, et al 2004). Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles
phénoliques en quinones & travers la réduction du complexe Cu*? -Nc, produisant ainsi un
complexe chromogeéne de Cu*? -Nc qui absorbe & 450 nm.

— —+2 [ ]

v

+H

Réactif CUPRAC Couleur bleu produit rouge orangé

Figure-19 : La réduction du complexe Cu*?-Nc

e Mode opératoire
La réduction du cuivre (CUPRAC) a eté déterminée par la méthode décrite par Apak, et
al (2004). Une solution est préparée avec le melange des volumes de 50 pl CuCl,. Ensuite 50
pl néopréne, 60 pl de solution tampon NHsAc ont été ajoutés suivi de 40 pl des extraits testées
a différente concentrations pour atteindre un volume final de 200 ul. Les microplaques de 96
puits ont été ensuite incubée pendant 1 h a I’abri de la lumiere. Enfin I'absorbance est mesurée
a 450 nm. La capacité de réduction des extraits a été comparée a celles du BHA et du BHT.
e Expression des résultats
Les resultats ont été calcules a titre de Aos (Mg / ml) correspondant a la concentration

indiquant 0,5 d’absorbance.

11-3-3-5-Test de la réduction du Fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
e Principe
Cette méthode a été développée pour mesurer le potentiel des extraits a réduire le

fer ferrique (Fe*®) présent dans le complexe en fer ferreux (Fe*?) par les antioxydants qui se

traduit par I’apparition d’une couleur bleu (OU, et al 2001).
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e Mode opératoire

L’activité de réduction du fer a été déterminée par la méthode décrite par Oyaizu (1986)
avec une légere modification. 10 pl de chaque extrait sont mélangés avec 40 pl de tampon
phosphate (pH 6.6) et 50 pl d’une solution de potassium ferricyanide (1%). Apres une
incubation a 50°C pendant 20min, 50 pl d’acide trichloracétique TCA (10%) ,40 ul H2O et 10
ul de chlorure ferrique FeClz (0.1%) ont été ajouté. La lecture des absorbances a été réalisée a
700nm.

e Expression des résultats

Les résultats ont été calculés a titre de Aos (g / ml) correspondant a la concentration
indiquant 0,50 d’absorbance. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation

du pouvoir réducteur des extraits testés.

11-3-4-Etude de I’activité anti-cholinestérase

Les activités acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE) ont été étudiee
selon la méthode décrite par Ellman, et al (1961) avec une légére modification. L’iodure
d’acétylthiocholine et le chlorure de butyrylthiocholine ont été employés comme substrats et
Le DTNB [5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoique)] a été utilisé pour la mesure de ces activités.

Brievement, 150 pl de tampon phosphate de sodium (100Mm, pH 8,0), 10 ul d'une
solution d'échantillon dissoute dans de I'éthanol a différentes concentrations et un volume de
20 ul de I’AChE (5.32-10-3 U) ou BChE (6.85-10-3 U) ont été mélangés et incubés pendant 15
min & 25C°. Puis 10 ul de DTNB (0,5 mM) ont été ajoutés. Ensuite, la réaction a été initiée par
I’addition de 10 pl d’iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou de chlorure de butyrylthiocholine
(0,2 mM). Les hydrolyses de ces substrats ont été suivies par spectrophotométrie par la
formation d’une couleur jaune d’anion 5-thio-2-nitrobenzoate de méthyle. Cet anion résulte de
la réaction de DTNB avec la thiocholine. Cette dernierére est libérée par I'hydrolyse
enzymatique de l'iodure d'acétylthiocholine ou le chlorure de butyrylthiocholine. La lecture est
réalisée a une longueur d'onde de 412 nm en utilisant un lecteur de microplaques a 96 puits. Le
pourcentage d'inhibition de 'AChE ou BChE a été déterminé par comparaison des vitesses de
réaction d'échantillons par rapport a I'échantillon témoin (éthanol dans du tampon phosphate,
pH 8) en utilisant la formule (E - S) /E x100, ou E est l'activité de I'enzyme sans échantillon
d'essali, et S est l'activité de I'enzyme avec I'échantillon de test. Les expériences ont été réalisées

en triple. La galantamine a été utilisé comme composeé de référence.
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11-3-5-Chromatographie en phase liquide couplée a spectrométrie de masse (LC/MS)

Parmi les différentes méthodes chromatographiques existantes, la chromatographie
liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse a été utilisée pour analyser les
extraits de propolis les plus actifs.

e Définition

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) combine deux
approches pour séparer et recenser des molécules ou des composeés présents dans un échantillon.
La chromatographie liquide de haute performance (HPLC) sépare des composants du mélange,
alors que la spectrométrie de masse (MS) offre les outils de dépistage pour les recenser et les
identifier.

e Composition
Un systeme LC-MS est constitué de deux composants (Figure -20) :
- un appareil de chromatographie liquide

- un spectrometre de masse.

Figure-20 : Appareil LC-MS

e Mode opératoire

Les extraits actifs ont été analysés par LC-MS. L’analyse HPLC a été effectuée en
utilisant I’instrument Thermo Scientific - Dionex Ultimate 3000 -TSQ Quantum. La colonne
utilisée pour la séparation chromatographique est de type ODS Hypersil 250x4.6 mm, 5um. le
débit était 0.7 ml.min-1.

Les phases mobiles utilisées sont I'eau mélangée avec de l'acide formique a 0,1% (éluant

A) et le méthanol (éluant B). Le gradient linéaire appliqué est de : 0-1 min, 100% de A ; 5-20
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min, 95% de A ; 1-22 min, 5 % de A, 25min, 5% de A et enfin 30min, 0% de A. Le volume
d'injection dans le systéme HPLC est de 20 ul. Les extraits ont €té préparés a une concetrartion

de Img/ml.

11-3-6- Etude statistique

Les teneurs en flavonoides et en polyphénols totaux et I’activité antioxydante des
différents extraits de propolis ont été quantifiés en utilisant des méthodes adaptées au dosage
sur plaque a 96 puits.Toutes les expériences ont été réalisés en triple et les résultats ont été
exprimés en moyenne + écart-type et soumis a des analyses statistiques a l'aide du logiciel SPSS
(version 20.0) et origine 8. Pour I’analyse de la variance le test (ANOVA) a été réalise suivi des
tests post-hoc de Tuckey et Bonferroni pour analyser les différences significatives entre les
différents traitements. Les valeurs sont considérées statistiquement significatives au seuil de
0,05(<0.05). Les coefficients de corrélation (R?) ont été calculés en utilisant le logiciel
Microsoft Excel 2011 (Microsoft Corporation, Redmond, WA).

I1-4-Etude phytochimique

L’¢étude comparative réalisée dans la premicre partie de notre travail nous a permis de
sélectionner la propolis ainsi que les extraits les plus actifs pour la suite de notre travail.

Dans la deuxiéme partie nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique de la
propolis de Constantine et plus particuliérement I’extrait acétate d’éthyle qui possede une

activité antioxydante tres importante.

I1-4-1-Extraction

L’extraction des substances bioactifs de la propolis de Constantine a été réalisée comme

suit (Figure -21)
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@(ﬂis brute (20g) )

Ether de pétrolex3
200 ml

Extrait éther de
Pétrole (5.510)

Chloroformex3
Extrait chloroformique
(3.520)
Acétate d’éthylex3
m Extrait Acétate d’éthyle
(1.89)

Méthanolx3

Extrait Méthanolique
(1.49)

Figure-21 : Protocole d’extraction de la propolis

11-4-2-Méthode de séparation de I’extrait acétate d’éthyle

11-4-2-1- Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle

L’extrait acétate d’éthyle (1.8g) est dissout dans du méthanol et mélangé a une petite
quantité de gel de silice. L’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a 1’obtention
d’une poudre homogene puis déposé sur une colonne de gel de silice. Cette étape permet une
séparation grossiére des molécules selon leur polarité. Le résultat des tests chromatographiques
nous a conduit a utiliser comme systéme d’élution dichlorométhane / Acétate
d’éthyle/Méthanol en gradient de polarité en commengant par du CH2Cl, a 100% et en

terminant par le Méthanol a 100%. Cela permis de regrouper les fractions identiques vu la
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similarité de leur profil chromatographique sur couche mince. Les plaques sont visualisées sous
lampe UV (254 et 365 nm).

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau-6 :

Tableau-6 : Fractions issues de la séparation sur colonne de I’extrait acétate d’éthyle.

N° de fraction

%

Observation

Dichlorométhane

Acétate d’éthyle

Trace des produits

1-16 100 0 +
Graisses et cires

17-19 100 0 Mélange séparable
20-23 100 0 Mélange séparable

24 100 0 Mélange séparable
25-26 100 0 Formation d’un précipité
27-30 100 0 Mélange séparable
31-39 75 25 Mélange complexe
40-51 50 50 Mélange complexe
52-61 25 75 Mélange complexe
62-70 0 100 Mélange complexe

Les différentes fractions recueillies sont regroupées selon leur profil chromatographique

dans le systéme dichlorométhane / acétate d’éthyle avec différents pourcentages.

L’analyse par chromatographie sur couche mince des fractions obtenues a permis de les

regrouper en 13 sous fractions. Le tableau-7 représente ce rassemblement.

Tableau-7 : Regroupement des fractions de la phase acétate d’éthyle.

Fractions Observation

f1 (1-6) Trace des produits + Graisses et cire
f2 (8-10) Trace des produits + graisses et cire
3 (11-12) Trace des produits + graisse et cire
f4 (13-16) Trace des produits + graisse et cire
5 (17-19) Mélange séparable

6 (20-23) Mélange séparable

7 (24) Mélange séparable

8 (25-26) Formation d’un précipité
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f9 (27-30) Mélange séparable
10 (31-39) Mélange complexe
f11 (40-51) Mélange complexe
f12 (52-61) Meélange complexe
f13 (62-70 Mélange complexe

11-4-2-2-L’étude des fractions 6 et f7

Les fractions F6 et F7 sont presque identiques. Elles ont été réunies en une seule fraction
(155mg). Le mélange est déposé sur une colonne de sephadex LH-20 puis éluée par le systeme
n-hexane / dichlorométhane/Méthanol (2 :1 :1). Le suivi de la séparation et le rassemblement
final des fractions ont été effectués sur la base d’analyses par CCM analytique. Le résultat de
la progression de cette colonne est illustre sur le tableau-8.

Tableau-8 : Regroupement des sous fractions du 6, 7.

Fractions Sous fraction | Observation

1 S Trace des produits

2-3 St Mélange complexe

4 St Monotache (dans le systeme n-hexane 8 : AcOet 2)
5-10 St Mélange complexe

11-12 Sts Mélange séparable

13-21 Ste Monotache (dans le systéme n-hexane 8 : AcOet 2)
22-33 St Mélange complexe

34-50 Sts Mélange séparable

Parmi les sous-fractions recueillies, seules les sous-fractions S, Sts, Sts et St ont été
étudiées. La plaque analytique de la sous fraction Stz donne un seul spot de couleur jaune apres
la révélation. On remarque aussi au niveau de cette méme sous fraction la formation d’un
précipité sous forme des cristaux de couleur blanc appelé composé PCAL (9.8mg).

Le profil CCM de la sous fraction Sts montre des taches de couleur jaune aprés révélation.
La pureté de ces produits a été controlée par CLHP-C18 semi-préparative. L’élution est réalisée

par le systéme n-hexane/acétate d’éthyle (8:2) pour donner le produit PCA2 (8.5mg).
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La sous fraction St renferme un précipité blanc insoluble dans le chloroforme. Ce
précipité est récupéré puis recristallisé dans le chloroforme. Ce précipité soluble dans 1’acétone
est appelé composé PCA3 (6.7mg).

La sous fraction S a été séparés par CLHP-C18 semi-préparative avec le systéme n-
hexane/acétate d’éthyle (7.5 :2.5) pour donner le composé PCA4 (3.9mg).

11-4-2-3-L’étude de la fraction 8

Comme signalé précédemment, au cours du fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle,
nous avons constaté la formation d’un précipité jaune que nous avons immeédiatement récupére,
filtré et rincé par le mthanol pour obtenir un produit pur sous forme d’une poudre jaune PCA5
(10.4mg) .

11-4-2-4-1’étude des fractions 19 et f10

Les fractions f9+f10 (189mg) ont été réunies pour subir une séparation sur une colonne
de sephadex LH-20 a I’aide d’un mélange n-hexane / dichlorométhane/Méthanol (2 :1 :1) pour
donner naissance au composé PCAG6 (9.3mg).

La sous fraction S’w a été ensuite séparée par HPLC semi-préparative. L’appareil utilisé
est de tye JASCO équipé d’un détecteur ultraviolet JASCO UV-975, d’une pompe Pu-980 et
d’une colonne de type Waters Kromasil S15 mm (10 mm x 250 mm). La séparation a été réalisée
en utilisant un gradient de n-hexane/acétate d’éthyle (7:3) pour donner un mélange des deux
produits PCA7 et PCAS8 (10.7mg).

Les sous fractions obtenus sont regroupés dans le tableau-9.

Tableau-9-Regroupement des sous fractions du 9 et f10.

Fractions Observation

1-2 S’n Trace des produits
3 St Monotache (dans le systéme n-hexane 7 : AcOet 3)
4-13 S’ Mélange complexe
11-12 S’ta Mélange séparable
14-16 S’ts Mélange séparable
17-18 S’ Trace des produits
19-26 St Mélange complexe
27-31 S’te Mélange séparable
32 S’t Trace des produits
33-38 S’t10 Mélange complexe
39-51 S’f11 Mélange complexe
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52-58 S’t12 Mélange complexe
59-111 S’r13 Trace des produits
Remarque

Toutes les plaques ont été révélées par le révélateur (acétone/H20/H2SOs)
(50%/16%/4%).
Le schéma récapitulatif suivant présente tous les composés isolés de 1’extrait acétate
d’éthyle.
Extrait Acétate d’éthyle (1.8 g)

Fractionnement sur uné colonne de gel de silice

Dichlorométhane/Acétate d’éthyle/Méthanol

v

fl — > f13
fo+f7 8 f9+}10
155mg 189mg
Séparation sur colonne Séparation sur colonne
de séphadex de déphadex
St3 Sts Ste Sts S’t S’t4
Séparation par Séparation par séparation par\.l
L/CLHP—C18 A/CLHP—ClS CLHP-C18
n-hexane/acétate d’éthyle n-hexane/acétate d’éthyle n-hexane/acétate d’éthyle
(8:2) (7.5:2.5) (7:3)
PCAl PCA3 PCAS PCAG6
(9.8mg) (7.6mg) (10.4mg) (9.3mg)
v v v
PCA2 PCA4 PCA7
(8.5mg) (3.9mg) (10.7mg)

RMN *H et °C, masse
Figure-22 : Récapitulatif des composés isolés de I’extrait acétate d’éthyle.
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11-4-3- L’identification spectrale des COmposés isolés
Les composes séparés ont éte identifiés en utilisant les techniques suivantes :

I1-4-3-1-spectrophotométrie UV-visible

Le spectrophotométre est un appareil permettant de mesurer I’absorbance d’une solution
pour différentes longueurs d’ondes. Pour cela, il fait passer un rayon d’une longueur d’onde
choisie a travers une cuve contenant la solution a étudier. Les molécules de la solution absorbent
plus ou moins le rayon lumineux. On définit alors ’absorbance pour cette longueur d’onde. La
spectrophotométrie UV-Visible, reste une technique essentielle pour I’identification des
flavonoides. Les spectres sont réalisés en présence de méthanol puis dans divers réactifs
(NaOH, AIClIz, HCI, NaOAC, H3BO:3).

11-4-3-2-Résonance magneétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique non destructrice capable de
donner des informations sur la structure chimique des composes. Elle est généralement
employée pour un composé¢ purifié afin d’obtenir sa structure précise a 1’aide des spectres RMN

1D (*H et 13C) et 2D (COSY, HMQC, HMBC, NOESY, etc.).

11-4-3-3-Spectrométrie de masse en injection directe

La spectrométrie de masse en injection directe (ou infusion) est une technique analytique
trés puissante et trés sensible permettant d'analyser des composés organiques solides, liquides
ou gazeux. Elle permet de déterminer la masse moléculaire, de corréler le spectre d'un composé
avec sa structure, d'expliquer des mécanismes de ruptures de liaisons.

Un spectrométre de masse est constitué de :

e Systeme d'introduction de I'échantillon
e Source d'ions ou chambre d'ionisation
e Analyseur qui sépare les ions en fonction de leur masse et de leur charge

e Détecteur qui détecte les ions sortant de I'analyseur
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Résultats et discussion

111-1-Etude comparative de quelque propolis algérienne

Cing propolis collectées dans différentes zone géographiques du Nord algérien ont été
étudiés dans la présente étude. Ces propolis proviennent de Constantine (CN), Boumerdes
(BN), Chelghoum EI Aid située dans la wilaya de Mila (CHN), Tébassa (TN) et Guelma (GN).

Dans cette partie de notre travail nous nous sommes intéressés a 1’étude comparative des
propolis citées précédemment. Cette comparaison est réalisée en fonction de leur profil
chimique représenté par le taux des polyphénols et des flavonoides et leur activité antioxydante.
La composition chimique des différents extraits actifs a aussi été déterminée par la

chromatographie en phase liquide couplée a la spectrophotométrie de masse LC-MS.

I11-1-1-Dosage des polyphénols et flavonoides

Les teneurs en composeés phénoliques (TPC) et en flavonoides (TFC) ont été calculées a
partir des courbes d’étalonnage (y=0.008[EGA] +0.1235 ; r2 : 0.9902) et (y=0.009[EQ]
+0.0104 ; r2 : 0.996) et exprimées en mg équivalant d’acide gallique et mg équivalant de

quercétine par 1g d’extrait de propolis (EAG mg/ g et EQ mg/g) respectivement (Figure-23).

a b
2
1,8 y = 0,008x + 0,1235 5 00
16 R%=0,9002 1,80 = 0,009 -
: y=0, x-0,0104
1,4 1,60 R2=0,996
1,2 1,40
1 1,20
08 1,00
06 0,80
0,60
0,4
0,40
0,2 0,20
0 0,00
0 50 100 150 200 250 0 < 100 150 500

a : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
b : Courbe d’étalonnage de la quercétine
Figure-23 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique et de la quercétine
Les TPC et TFC des différents extraits de propolis testés représentés dans le tableau-10
varient significativement en fonction du solvant utilisé lors de 1’extraction et de la zone

géographique de la propolis récoltée.
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Tableau-10 : Teneur en flavonoides et en polyphénols

Extrait CN CHN BN TN GN
TPC TFC | TPC | TFC | TPC | TFC | TPC | TFC | TPC|TFC
EP 13,35+1,38 7,78+0,41 9,89+0,23 7,85+0,10 15,6+0,82 6,22+0,20 ND ND ND ND
CHCls 112,27+3,67 64,41+1,93 | 80,43+2,81 | 51,19+2,16 | 48,22+1,53 | 18,26+1,06 ND ND ND ND
AcOet 153,27+12,96 | 72,78+0,10 | 93,18+6,54 | 69,19+0,36 | 68,93+1,07 | 27,41+0,59 ND ND ND ND
MeOH 233,72£9,25 | 73,26+2,98 | 104,89+4,47 | 42,15+1,88 | 120,47+£3,77 | 48,45+1,36 | 27,68+1,23 | 22+0,36 ND ND

NB : les résultas sont exprimés en moyenne + SD (n=3)

Les propolis testées sont récoltées a partir de différentes zone géographiques : Constantine (CN),Boumerdés (BN), Mila (CHN), Tébassa
(TN) et Guelma (GN).

EP : extrait éther de pétrole

CHCI3 : extrait chloroformique

AcOet : extrait acétate d’éthyle

MeOH : extrait méthanolique

Les resultats obtenus varient entre 9.89 £ 0.23 et 233,72 + 9,25 mg EGA/ g pour le TPC
etentre 6,22 £0,20 et 73,26 £ 2,98 mg EQ / g pour le TFC. L’extrait méthanolique de la propolis
de Mila (Chelghum EI Aid) montre la teneur la plus faible. Comparé aux autres extraits testés
I’extrait méthanolique montre une meilleure richesse en polyphénols et en flavonoides.
L’extrait éther de pétrole présente les teneurs les plus faibles. Les TPC et TFC des différents
extraits testés ont diminué dans l'ordre suivant : extrait méthanolique> extrait acétate d'éthyle>
extrait choroformique> extrait éther de pétrole. Il est important de noter que ces classes de
composés n’ont pas été détectées dans la propolis de Guelma. Ces composes sont présents
uniquement au niveau de 1’extrait méthanolique de la propolis de Tébessa.

Concernant I’influence de la zone géographique sur les TPC et TFC étudiés. Nos résultats
indiquent que les différences sont significatives. Les extraits de la propolis de Constantine
présentent des teneurs largement supérieures aux teneurs des autres propolis suivie par les

propolis de Mila et Boumerdes (Figure-24).
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dosage des polyphénols et flavonoides
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Les propolis testées sont récoltées a partir de différentes zone géographiques : Constantine (CN), Boumerdes (BN), Mila (CHN), Tébassa
(TN) et Guelma (GN).

EP : extrait éther de pétrole

CHCI3 : extrait chloroformique

AcOet : extrait acétate d’éthyle

MeOH : extrait méthanolique

Figure-24 : Dosage des flavonoides et des polyphénols

Nos résultats sont en accord avec une étude comparative realisée par Piccinelli, et al
(2013) sur de nombreuses propolis Algérienne. Cette étude a montré la présence de deux types
de propolis en Algérie : un premier type de propolis riche en composés polyphéenoliques et un
second type riche en composé diterpéniques.

La comparaison des teneurs en polyphénols totaux des propolis testées avec celles
rapportées dans la littérature montre qu’elles sont trés proches. En effet, une étude réalisée
par Nedji, et al (2014) sur quatre propolis collectées dans le Nord Algérien a montré que la
teneur en polyphénols varie entre 100.90 et 257.40 mg GAE/g.

Nos résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Mouhoubi, et al (2016) (71.72-5351.22
mg GAE / 100 g et 124,76-4946.53 mg QE / 100g pour les propolis collectées de Bejaia et Oued
ghir ), Debab, et al (2017) (180.30 £ 0.72-220.44 + 7.05 mg GAE/6 g et 137.08 + 10.01-163.68
+ 0.73 mg QE/6g pour neuf propolis), Segueni, et al (2017) (0.81+0,16-8.97+0.25 GAE mg/g
et 0.57 £ 0.01-3.53+0.84 QE mg/g pour la propolis collectée de Beni Belaid) et Deghbar, et al
(2019) (210.50+22.45 mg GAE/qg et 16.4+3.4 mg QE/qg) pour la propolis collectée a EI Bayadh
dans le Nord-Ouest Algérien).

Dans une étude réalisée par Hochheim, S et al (2018) sur la propolis Brésilienne, les
teneurs en TPC et TFC obtenus sont inférieurs a ceux rapportés dans la présente étude. Par

contre, nos résultats sont inférieurs aux taux des propolis récoltées en Turquie Sarikaya, et al
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(2009) ont rapporté 313 mg GAE / g et 522,71 mg QE / g pour les teneurs en TPC et TFC
respectivement. Hernandez Zarate, et al (2018) ont teste les extraits de 11 propolis Mexicaines.
Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides été de 13-379 mg QE / g et 68-500 mg
EAC (équivalent acide caféique)/ g de propolis respectivement.

111-1-2- Etude de Pactivité antioxydante

Nous nous sommes intéressés a I’activité antioxydante des propolis algérienne. Cette
activité est considérée par de nombreux auteurs comme un critére de classification des propolis
dans le monde. Cette étude nous permettra de sélectionner les extraits les plus actifs pour des
¢tudes plus approfondis. L’effet antioxydant a été évalué par la combinaison de cing techniques

complémentaires.

I11-1-2- 1-Test de I’activité antiradicalaire au DPPH

Le radical DPPH, est I’'un des substrats les plus utilisés pour une évaluation directe,
rapide et fiable de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité et de la simplicité de
I’analyse. Les résultats obtenus ont permis de tracer des courbes présentant I’absorbance des
différents extraits ainsi que celle des deux standards BHA et BHT en fonction des
concentrations testées avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la reduction du DPPH
en sa forme non radicalaire.

Les résultats illustrés dans la figure-25 montrent que les différents extraits présentent une
activité antiradicalaire importante. L’ensemble des extraits analysés et étudi€¢s ont éliminés
presque 90% des radicaux libre, a I’exception des extraits des propolis de Tébessa et de Guelma
et Iextrait éther de pétrole de la propolis de Constantine qui n’a pu réduire que 10% des

radicaux libres.
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a : Inhibition du radical DPPH par la propolis de Constantine
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e : Inhibition du radical DPPH par la propolis de Guelma

Figure-25 : Courbes d’inhibition du radical DPPH par les différents extraits de propolis
en fonction de leurs concentrations

Afin d’établir une comparaison entre les différents extraits testés les ICso de chaque
extrait ont été déterminé (Tableau-11).
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Tableau-11 : Valeurs d’IC50 des extraits de la propolis par le test DPPH

Extrait I1Cs0 pg/mL(DPPH)
CN CHN BN TN GN
MeOH 10,33+0,26 170,24 16,62+0,27 >200 >200
AcOet 7,9140,67 | 22,31+0,62 | 32,03+2,03 >200 >200
CHCls 9,26+0,33 | 29,48+0,94 | 41,5240,35 >200 >200
EP >200 37,49+0,44 | 132,30+0,66 >200 >200
BHT 22,32+1,19 | 22,32+1,19 22,32+1,19 22,32+1,19 22,32+1,19
BHA 5,73+0,41 5,73+0,41 5,73+0,41 5,7310,41 5,7310,41

Les propolis testées sont récoltées a partir de différentes zone géographiques : Constantine (CN), Boumerdés (BN), Mila (CHN), Tébassa
(TN) et Guelma (GN).

CHOT3 - st chotoformiaue

MeOH - xtait mthanclioue

Les I1Cso des différents extraits testés varient significativement en fonction du solvant
utilisé lors de I’extraction. L’ extrait acétate d’éthyle de la propolis de Constantine est 1’extrait
le plus actif (7.97+0.95ug/ml) suivi par les extraits méthanoliques des propolis de Boumerdes
et de Mila avec des ICso de 16.62+0.27 et 17+0.24 ug/ml respectivement. L’extrait éther de
pétrole de la propolis de Boumerdés montre la plus faible activité (132.30.£0.66ug/ml). Le
BHA et le BHT utilisé comme standard dans ce travail ont montré une activité anti- radicalaire
puissante avec des ICso de I’ordre de 5.7340.41 et 22.32+1.19 ug /ml respectivement.

Nos résultats indiquent que la propolis de Constantine présente 1’activité antiradicalaire
la plus intéressante avec des valeurs d’ICsp allant de 7.91 + 0.67 a 10.03 + 0.26 pg/mL. Ces
valeurs sont inférieurs au standard BHT (ICso= 22.32+1.19 pg/mL) et treés proche de celle du
standard BHA (ICso= 5.73 + 0.41 ug/mL). Les extraits acétate d’éthyle, chloroforme et éther
de pétrole des propolis de Mila et Boumerdes sont moins actifs que les deux standards testés.
Les propolis de Tébessa et Guelma présentent le pouvoir antiradicalaire le plus faible (>200).

Boufadi, Y.M. et al (2014) ont testé I’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique et
I’extrait acétate d’éthyle de 6 propolis algérienne. Parmi I’ensemble des propolis étudiées, la
propolis de Tigzirt a présenté 1’activité antiradicalaire la plus puissante avec des ICsode 19.4 +
0.2 et 16.3 £ 0.3 pg/mL. Ces résultats sont inférieurs a ceux trouvés dans notre étude.
Bittencourt, et al (2015) ont évalué I’activité antioxydante de deux propolis Brésilienne par la

méthode de DPPH, I’'ICsp trouvée varie entre 21.50 et 78.77 pg/mL. Ces résultats sont proches
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de ceux trouvés dans notre travail. Dans une étude plus récente Hochheim, et al (2018) ont
reportés des valeurs plus élevées pour la propolis Brésilienne. Les 1Cso obtenues été de 151.37
+ 7.9 ug/mL,311.4748.2 ug/mL, 588.8+0.0 ug/mL et > 1000 pg/mL pour les extraits méthanol,
acétate d’éthyle, butanol et dichlorométhane respectivement.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Segueni, et al (2017) qui ont reporté que
I’extrait acétate d’éthyle de la propolis de Beni belaid représente 1’extrait le plus actif avec une
ICsode I’ordre de 5.28 + 0.16pumole trolox/g. De plus, Silva, et al (2019) a démontré que I’extrait
acétate d’éthyle présente une meilleure activité anti-radicalaire (radical DPPH) comparé aux

autres extraits étudiés.

I11-1-2-2- Test de P’activité antiradicalaire a PABTS

L’évaluation de I’activité antioxydante par le radical ABTS est une méthode facile et
reproductible, pour cela elle est tres utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs.

Les courbes représentées dans la figure-26 illustrent I’absorbance des différents extraits
ainsi que celle des deux standards BHA et BHT en fonction des concentrations testées. Ces
courbes mettent en évidence une relation proportionnelle entre 1’augmentation de la

concentration et le pourcentage de I’absorbance des échantillons étudiés.
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en fonction de leurs concentrations
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Les résultats obtenus représentés dans le tableau-12 varient entre 3.53+0.24 et
197.35+0.30 pg/ml. L’extrait chloroformique de la propolis de Boumerdes représente 1’extrait
le plus actif avec une ICso de 3.53+0.24 pg/ml suivi par les extraits acétate d’éthyle des propolis
de Constantine et de Boumerdés avec des ICso de 5.31+0.14 et 5.50+0.03 pg/ml respectivement.
Les extraits de la propolis de Tébessa et Guelma ont montré une faible activité en comparaison
avec les extraits des autre propolis.

Il est intéressant de noter que pour ce test I’effet antioxydant des différents extraits décroit
dans I’ordre suivant : BHA > BHT > propolis de Boumerdés (ICso entre 3.53+0.24 et 34.35 +
3.14 pg/ml) >propolis de Constantine (ICso entre 5.31+0.14 et 58.38+0.59 pg/ml) >propolis de
Mila (ICso entre 10.82+0.52 et 91.32+1.74) >propolis de Tébessa (ICso entre 95.07+3.68 et
197.35+0.30 pg/ml) >propolis de Guelma (ICs50>200)

Nos propolis sont plus actives que la propolis Marocaine. Touzani, et al (2019) ont testés
sept propolis par le test ABTS. Les valeurs des ICso reportées sont supérieures a ceux de la
présente étude (entre 0.021+0.110 et 0.983+0.020mg/mL).

Tableau-12 : Valeurs d’IC50 des extraits de la propolis par le test ABTS

Extrait 1Cs0 Hg/ML(ABTYS)
CN BN CHN TN GN
MeOH 6,73+0,14 5,38+0,35 10,8240,52 95,07+3,68 >200
ACOet 5,31+0,14 5,50+0,03 14,53+0,14 197,35+0,30 >200
CHCI3 11,60+0,37 | 3,53%0,24 27,30+1,08 >200 >200
EP 58,38+0,59 34,35+3,14 91,32+1,74 >200 >200
BHT 1,29+0,30 1,29+0,30 1,29+0,30 1,2940,30 1,2940,30
BHA 1,81+0,10 1,81+0,10 1,81+0,10 1,81+0,10 1,81+0,10

La comparaison des ICso obtenues par les deux tests (DPPH et ABTS) montrent des
valeurs plus faibles pour le radical ABTS. Cette différence peut étre expliquée par la sensibilité
et la capacité de ce radical a mesurer I’effet antioxydant des composés de nature lipophile et
hydrophile. A I’inverse le radical DPPH mesure 1’effet antioxydant des composés hydrophile

uniquement (Prior, et al 2005).

I11-1-2-3-Test du blanchissement du B-carotene
La décomposition des acides gras est I'une des principales causes de la détérioration
de la nourriture. L’inhibition de l'oxydation des acides gras par Iutilisation des conservateurs

naturels est une question importante dans l'industrie alimentaire. L’aptitude des extraits a
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inhiber la peroxydation des lipides a été évaluée par la technique de décoloration du
B-caroténe. Cette derniére est habituellement employée pour estimer 1’activité antioxydante des
substances dans les émulsions accompagnée de I'oxydation (Kartal, N. et al 2007).

Les courbes représentent 1’absorbance des différents extraits de propolis en fonction de

leurs concentrations (Figure-27). Ces courbes nous ont permis de déterminer les 1Cso.
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Figure -27 : Courbes d’absorbance du test du blanchissement du p-caroténe des
différents extraits de propolis en fonction de leurs concentrations

Nos résultats concernant le test du blanchissement du -carotene sont identiques a ceux
obtenus pour les deux radicaux libres DPPH et ABTS. L’activité varie en fonction du solvant
utilisé ainsi que la région géographique de la propolis étudiées. Les différences entres les
extraits étudiées sont significatives. Les valeurs des I1Cso des différents extraits varient de
7.53+0.30 a 85.79+1.46 pg/mL. Parmi les extraits testés 1’extrait acétate d’éthyle de la propolis
de Constantine présente la meilleure activité. Par contre celui de la propolis de Tébessa est le
moins actif. L’ensemble des extraits de la propolis de Guelma ainsi que les extraits

chloroformique, acétate d’éthyle et éther de pétrole de la propolis de Tébessa présentent des
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valeurs supérieures a 200 pug/mL. Parmi les propolis testées, la propolis de Constantine est la

plus active pour I’ensemble des extraits testés. Suivi par les propolis de Boumerdes et de Mila.

Les résultats obtenus représentés dans le tableau-13

Tableau-13 : Valeurs d’IC50 des extraits de la propolis par le test §-caroténe

Extrait I1Cso ug/mL (p-caroténe)
CN BN CHN TN GN
MeOH 11,34+0,17 16,88+0,61 14,51+0,43 40,38+2,39 >200
AcOet 7,53+0,30 10,75+0,33 9,92+0,61 >200 >200
CHCI; 9,69+0,27 12,39+1,92 34,09+0,86 >200 >200
EP 62,56+0,24 39,74+1,12 85,79+1,46 >200 >200
BHT 1,05+0,01 1,05+0,01 1,05+0,01 1,05+0,01 1,29+0,30
BHA 0,90+0,02 0,90+0,02 0,90+0,02 0,90+0,02 1,81+0,10

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Silva, et al (2019). L’influence du solvant
sur I’activité antioxydante de la propolis Brésilienne a été évaluée par deux méthodes. L’extrait
acétate d’¢thyle a présenté une meilleure activité antioxydante par le test du blanchissement du

[-caroténe par contre I’extrait hexane a présenté 1’activité la plus faible

I11-1-2-4-Test de la Réduction du cuivre (CUPRAC)
Les résultats du test CUPRAC de chaque propolis sont représentés par les pourcentages
d’inhibition pour chaque concentration ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition

corréspendant a I’aborbance 0.5 (tableau- 14, figure-28)
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Figure-28 : Courbes d’absorbance des différents extraits de propolis en fonction de leurs

concentrations pour le test CUPRAC
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Comparable aux tests précedent, les Aos obtenues pour ce test varient significativement
en fonction du solvant utilisé lors de I’extraction et de la zone géographique de la propolis
testée. Les Aos varient entre 4.75+0.25 et 93.92+1.80 pg/mL. La propolis de Constantine est
plus active et ceux pour I’ensemble des extraits testés. Les extraits acétate d’éthyle, chloroforme
et méthanol ont montré une activité supérieur au standard BHT tandis que I’extrait acétate
d’éthyle a manifesté une activité (Aoso =4.75+0.25 pg/mL) presque égale a celle du standard
BHA. Nos résultats sont en accord avec les travaux de Segueni et al (2017) qui ont reporté que
I’extrait acétate d’éthyle de la propolis de Beni Belaid représente I’extrait le plus actif par le
test CUPRAC.

Tableau-14 : Valeurs Ao des extraits de la propolis par le test CUPRAC

Extrait Aos pg/mL (CUPRAC)
CN BN CHN TN GN

MeOH 5,59+0,11 11,48+0,74 21,44+0,63 93,92+1,80 >200
AcOet 4,75%0,25 18,70+0,88 28,59+0,84 >200 >200
CHCls; 7,70£0,50 22,48+0,76 48,77+0,39 >200 >200
EP 150,15+0,44 30,87+2,07 >200 >200 >200
BHT 9,62+0,87 9,62+0,87 9,62+0,87 9,62+0,87 9,62+0,87
BHA 3,64+0,19 3,640,19 3,640,19 3,64+0,19 3,64+0,19

I11-1-2-5-Test de la réduction du Fer FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Nous avons ¢étudié D’activité antioxydante des différents extraits de propolis par la
méthode de réduction du fer (FRAP). Cette méthode est basée sur I’aptitude des antioxydants
présents dans les différents extraits a réduire le TpTz-Fe(lll) enTpTz-Fe (II) (Li, et al
2008).

La figure-29 représente la variation du pouvoir réducteur en fonction de la concentration

des extraits de la propolis étudiée.
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Figure-29 : Courbes d’absorbance des différents extraits de propolis en fonction de leurs
concentrations pour le test FRAP

Les résultats de I’activité antioxydante des différents extraits varient entre 6.20+0.43

pg/mL pour I’extrait méthanolique de la propolis de Constantine considéré comme le plus actif

et 41.55+1.57 pg/mL pour Iextrait acétate d’éthyle de la propolis de Mila considéré comme le

moins actif (Tableau-15). Il est intéressant de noter que I’extrait méthanolique de la propolis

de Constantine est plus actif que les deux standards utilisés pour ce test (BHA et acide
ascorbique).
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Le potentiel antioxydant le plus élevé a été constaté avec les extraits de la propolis de
Constantine suivi par les propolis de Boumerdes et Mila. Les extraits de la propolis de Tébessa
et Guelma ont exercé un potentiel antioxydant inférieur par rapport a ceux des extraits étudiés.
Le BHA et I’acide ascorbique utilisé comme standard dans ce travail ont montré une activité
antioxydante puissante. Cette activité est aussi supérieure aux valeurs retrouvées avec tous les
extraits testés.

Tableau- 15 : Valeurs Aos des extraits de la propolis par le test FRAP

Extrait Aos pg/mL(FRAP)

CN BN CHN TN GN
MeOH 6,20+0,43 24,19+0,48 38,88+0,18 >50 >50
AcOet 30,38+0,34 >50 41,55+1,57 >50 >50
CHCls >50 >50 >50 >50 >50
EP >50 >50 >50 >50 >50
BHT >50 >50 >50 >50 >50
BHA 8,41+0,67 8,41+0,67 8,41+0,67 8,41+0,67 8,41+0,67
Acide 9,01+1,46 9,01+1,46 9,01+1,46 9,01+1,46 9,01+1,46
ascorbique

En comparant nos résultats avec ceux de la littérature, on remarque un écart remarquable.
Les extraits de sept propolis marocaine ont un pouvoir réducteur inférieur avec des 1Cso qui
varient entre 0.030+0.070 et 1.080+0.130mg/mL (Touzani, S. et al 2019). Nos resultats sont
assez proches de ceux rapportés par Pratami, D.K.et al (2018) qui ont évalué I’activité
antioxydante de I’extrait éthanolique de la propolis indonésienne récoltée par des abeilles du
genre Tetragonula. Les ICsp varient entre 26.41 et 34.62 pg/mL pour le test FRAP.

Nos résultats indiquent que 1’activité antioxydante de la propolis varie en fonction de la
zone géographique de la propolis récoltée et du solvant utilisé lors de I’extraction. Notre étude
démontre qu’il existe une trés forte corrélation entre les différents tests utilisés avec des
coefficients de corrélation de 0,99 pour les tests ABTS- p-carotene et CUPRAC. Les techniques
FRAP- B-caroténe présentent aussi un coefficient de corrélation de 0,98 pour la propolis de
Mila uniqguement. De plus, la propolis de Boumerdes présente des coefficients variant entre 0,9
et 0,99 pour les tests DPPH- ABTS et 3-carotene.

Notre étude indique que I’extrait acétate d’éthyle de la propolis de Constantine est le

plus actif. Nos résultats sont en accord avec d’autres travaux réalisés sur la propolis algérienne
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qui ont montré que l'extrait acétate d’éthyle possede une activité antioxydante tres importante
par rapport a d’autre extraits (Segueni, N et al 2017 et boufadi Y.M. et al 2014). De plus Silva,
C.C.F. et al (2019) ont montré que ’extrait acétate d’éthyle posséde la plus grande activité
antioxydant avec deux techniques différents par rapport a I’extrait métanolique,
chloroformique et hexane.

L’analyse de la littérature concernant le meilleur solvant susceptible d’étre utilisé pour
I’extraction de la propolis et qui permet d’avoir I’effet antioxydant le plus puissant est tres
intéressante avec des résultats parfois trés contradictoire. Hochheim, et al (2018) suggeérent que
I’activité antioxydante dépend directement du solvant utilisé¢ dans 1’extraction et montrent que
I’extrait méthanolique présente une bonne activité antioxydante comparé aux autres extraits

étudiés. Nos résultats concernant les propolis de Mila et de Boumerdes sont en accord avec ces

travaux.

111-1-3-Etude de Pactivité anticholinestérase

Les résultats des tests de D’activité antioxydante nous ont permis de sélectionner la
propolis la plus active (propolis de Constantine). L’activité anticholinestérase de cette propolis
a donc ¢été évaluée sur deux enzymes I’acétylcholinsestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE). Les résultats sont représentés dans le tableau-16.

Tableau-16 : Valeurs d’ICsp de I’activité anticholinestérase des extraits de la propolis de

Constantine

Extrait Butyrylcholinestérase (BChE) Acétylcholinestérase (AChE)
(1Cs0 pg.ml-1) (1Cs0 pg.ml-1)

EP 175,91+0,40 141,48+0,55

CHCI3 47,98+0,08 81,21+6,06

AcOet 242,02+1,77 ND

MeOH ND ND

Galantamine 34,75+1,99 6,27+1,15

Seul I’extrait éther de pétrole et I’extrait chloroformique présentent une activité inhibitrice
contre les deux enzymes testées (AChE et BChE). L’extrait chloroformique possede 1’activité
inhibitrice la plus élevee avec des ICso de 81,21+6,06 et 47,98+0,08 pg.ml-1 respectivement.
L’extrait méthanolique ne présente aucune activité. Par contre ’extrait acétate d’éthyle inhibe

uniquement la BChE.
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La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés dans la littérature suggeére que nos
propolis présentent une meilleure activité inhibitrice contre I’AChE et la BChE. La propolis
marocaine présente des 1Cso qui varient de 0,085+0,006 a 0,743+0,006 mg/ml (Miguel, Met al
2014). Baltas, N et al 2016 ont rapporté des ICso qui varient entre 0,081+0,009 et 1,053+0,016

mg/ml pour la propolis turque.

111-1-4- Analyse des extraits de la propolis par chromatographie liquide couplée a la

spectrométrie de masse (LC-MS)

Parmi les propolis testées, les propolis de Constantine, Boumerdés et Mila ont
démontré une activité antioxydante trés intéressante. Les extraits chloroformique, acétate
d’éthyle et méthanolique étant les plus actifs, ces extraits ont été analysé par chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS). Vingt-deux composes ont été utilisés
comme standards pour I’identification des composés phenoliques de ces extraits.

En raison de la faible quantité des extraits de la propolis de Constantine seul I’extrait
acétate d’éthyle a été analysé. Ainsi les extraits testés sont : ’extrait acétate d’éthyle de la
propolis de Constantine (CN3) et les extraits chloroformique, acétate d’éthyle et méthanolique
de la propolis de Boumerdés (BN2, BN3, BN4) et de Mila (CHN2, CHN3, CHN4).
Les résultats de ’analyse LC-MS sont rassemblés dans le tableau-17.

Tableau-17 : Analyse LC-MS des extraits de propolis

Tr Composés identifies | BN2 BN3 BN4 CHN2 | CHN3 | CHN4 | CN3

10,1 Acide gallique 8,758 10,908 15,290 ND ND | 123,441 173,723
13,87 | Acide gentisique ND ND 4,445 ND ND ND 7,861
14,25 | Acide Chlorogénique 24,922 36,789 | 462,569 0,997 0,357 62,469 2,681

Acide p-

14,64 | hydroxybenzoique ND | 1007,035 ND ND | 201,051 | 326,858 ND
15,26 | Acide caffeique 28,076 224,566 | 158,938 | 128,174 | 135,683 | 804,744 | 8329,142
15,32 | Acide p-hydroxybenzoique 12,037 4,808 1,925 10,694 5,739 10,735 8,818
16,97 | Acide p-coumarique ND 96,728 69,946 | 126,925 | 140,021 | 200,082 | 1001,206
17,86 | Acide Rosmarinique ND 0,210 0,127 0,061 0,075 4,563 0,540
18,04 | Rutine ND ND ND ND 0,013 7,499 ND
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18,29 | Oleuropéine ND 0,156 ND 0,132 0,260 2,469 ND
20,46 | Naringénine 20,607 61,495 | 69,180 | 248,026 | 256,116 | 72,893 424,423
21,92 | Kaempférol ND ND ND | 77,320 | 79,364 | 264,684 824,284
26,83 | Hespéridine 3,160 ND ND ND ND 7,497 ND
20,71 | Acide cinnamique ND ND | 138,643 ND ND | 2278,06 ND
15,29 | acide protocatéchique 130,753 ND ND ND ND ND ND
15,24 | Acide Vanillique ND ND ND ND ND ND ND

ND : non détecté

BN2 : extrait chloroformique de la propolis de Boumerdes CHN2 : extrait chloroformique de la propolis de Mila

BNS3 : extrait acétate d’éthyle de la propolis de Boumerdés CHNBS : extrait acétate d’éthyle de la propolis de Mila

BN4 : extrait méthanolique de la propolis de Boumerdes
CN3 : extrait acétate d’éthyle de la propolis de Constantine

CHN4 : extrait méthanolique de la propolis de Mila

La comparaison entre les différents extraits testés montre I’absence de I’acide vanillique
dans I’ensemble des extraits. L’hespéridine n’est présente que dans 1’extrait chloroformique de
la propolis de Boumerdes (BN2) et I’extrait méthanolique de la propolis de Mila (CHN3). Les
acides gentisique et protocatéchique ne sont présents qu’au niveau des extraits méthanol de la
propolis de Boumerdeés (BN4) et acétate d’éthyle de la propolis de Constantine (CN3) pour le
premier acide et I’extrait chloroformique de la propolis de Boumerdés (BN2) pour le deuxieme.
La rutine par contre n’est présente qu’au niveau de 1’extrait méthanolique de la propolis de Mila
(CHN4). Malgré les différences détectées entre les extraits, certains composés se sont révélés
étre communs. C’est le cas par exemple de I’acide caféique et la naringénine.

Nos résultats indiquent que la composition chimique des différents extraits varie
qualitativement et quantitativement en fonction du solvant utilisé lors de 1’extraction et de la
zone géographique de la propolis étudiée. L’extrait acétate d’éthyle de la propolis de
Constantine contient majoritairement I’acide caféique, I’acide p-coumarique, le kampférol et la
naringénine avec des teneurs de 8329, 1001, 824 et 424 mg/kg d’extrait respectivement.
(Figure-30)
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Figure-30 : hromatogramme de I’extrait acétate d’éthyle de la propolis de Constantine

Pour la propolis de Mila, I’extrait méthanolique (CHN4) est plus riche en acide
cinnamique. Ce dernier est majoritaire avec une teneur de 2278 mg /kg suivi par les acides
caféique et p-hydroxybenzoique, le kampférol, les acides p-coumarique et galique et enfin la

naringénine. (Figure-31)
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L’extrait chloroformique (CHN2) et acétate d’éthyle de la méme propolis (CHN3) sont

plus riches en acide caféique, acide p-coumarique et en naringénine. L’extrait CHN3 est riche

aussi en kampférol et en acide p-hydroxybenzoique (Figure-32, Figure -33)
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Parmi les vingt-deux composés quantifiés, on remarque que cinq d’entre eux sont les
composés majoritaires dans 1’extrait méthanolique de la propolis de Boumerdes (BN4). Ces
composés sont I’acide chlorogénique, ’acide caféique, 1’acide cinnamique, I’acide p-

coumarique et la naringénine (Figure-34).
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Figure-34 : Chromatogramme de I’extrait méthanolique de la propolis de Boumerdes
L’analyse de I’extrait acétate d’éthyle de la méme propolis (BN3) montre que les produits
majoritaires sont I’acide p-hydroxybenzoique, 1’acide caféique, 1’acide p-coumarique et la
Naringénine. Cependant, ’acide protocatéchique est le seul composé majoritaire présent dans

I’extrait chloroformique de cette propolis (Figure -35, Figure-36).
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La composition chimique des propolis étudiées indiquent que ces propolis sont du type

peuplier. Bankova, et al (2005) ont montré que les propolis riches en composés phénoliques
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tels que les flavones, flavonols, flavanones et dihydroflavonols appartiennent a cette classe de
propolis. Nos travaux sont en accord avec les travaux de Piccinelli, et al (2013) qui ont confirmé
la présence de ce type de propolis en Algérie. Des analyses LC-MS-MS réalisés sur différents
propolis algérienne ont détecté la présence des marqueurs chimiques de ce type de propolis.
Les principaux composés phénoliques détectés dans la présente étude sont : les acides
caféique, p-coumarique, cinnamique et chlorogénique ainsi que la naringénine et le kampférol.
Ces composés sont probablement responsables de 1’effet antioxydant observé. Nos résultats
sont en accord avec les travaux d’ Ahn,et al (2007) qui ont suggéré que I’activité antioxydante
de la propolis chinoise considérée comme relativement puissante été di a la présence de certains
composés tels que l'acide caféique, I'acide férulique et I'ester phénéthylique de I'acide caféique.
Dans une étude plus récente, les propriétés antioxydant de la propolis polonaise ont été mises
en evidence par Wozniak, et al (2019). Les auteurs ont démontré 1’intérét de ’application de la

propolis en tant que composants de produits de phytothérapie.

Les radicaux libres et autres agents oxydants peuvent produire de nombreuses toxines
cellulaires qui induisent des dommages oxydatifs dans les biomolécules (Silva-Carvalho, et al
2015; Zheng, et al 2017). Les flavonoides et autres composés phénoliques protegent les cellules
contre ces dommages en agissant comme des inhibiteurs potentiels du stress oxydatif. Ce
dernier est impliqué dans la pathogenése de nombreuses pathologies telles que les troubles
neurodégénératifs (Zheng, et al 2017). De plus, les capacités intracellulaires d'élimination des
radicaux libres des composés phénoliques peuvent protéger les membranes cellulaires contre la

peroxydation lipidique (Daleprane et Abdalla, 2013 ; Galeotti, et al2018).

La configuration, la substitution et le nombre total de groupes hydroxyles dans les
flavonoides peuvent influencer les mécanismes de capture des radicaux. La configuration
hydroxyle du cycle B détermine le piégeage des espéces réactives de l'oxygene par le don
d'hydrogéne, produisant des radicaux flavonoides relativement stables (Amorati, et al. 2017).
Les composes phénoliques sont présumés étre de bons antioxydants molécules en raison de
leurs vastes systémes conjugués d'électrons m qui facilite le don d'électrons des fractions

hydroxyles espéces radicalaires oxydantes.

111-2- Etude phytochimique de la propolis de Constantine

En se basant sur I’importance des activités biologiques, 1’étude phytochimique n’a été

effectuée que sur I’extrait acétate d’éthyle de la propolis de Constantine (extrait le plus actif).
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I11-2-1-Identification des produits isolés de I’extrait acétate d’éthyle

Les composés isolés ont été identifiés par différentes analyses spectroscopiques (RMN-
'H, 3C, COSY, HSQC, HMBC) ainsi que la spectrométrie de masse et par comparaison avec

la littérature. Cette étude a permis la séparation et I’identification de huit composés.

I11-2-1-1-Elucidation structurale du composé PCA1

Ce composé se présente sous forme de précipité jaune. La fluorescence violette sous UV
et les valeurs de Rf 0.55 et 0.7 dans les systhémes n-hexane / ACOEt (7:3) et EP / CH2Cl, (7:3)
respectivement sont en faveur d’une structure d’un flavonoide de type aglycone.

Le spectre UV-visible de ce composé présente dans le méthanol deux bandes d’absorption
maximales a 269 et 316 nm caractéristique de la structure d’une flavone. L’absence d’une
nouvelle bande entre 320 et 335 nm dans le spectre enregistré aprés I’addition de (NaOH)
indique que le carbone 7 est non substitué par un OH. Cette information est confirmée par
I’absence d’un déplacement de la bande II dans le spectre aprés 1’addition de NaOAC. Un effet
bathochrome de (AL = +55 nm) de la bande I avec diminution de I’intensité¢ dans le spectre
enregistré dans le (MeOH + AICIs + HCI) par rapport au spectre méthanolique indique la
présence d’un hydroxyle libre en position 5. La comparaison de la bande | aprés ajout de HCI
et celle en présence de AICIz (AICIs+HCI) ne montre aucun effet bathochrome indiquant
I’inexistence de systeme ortho di OH sur le cycle B. Ceci est confirmé par I’absence d’effet
bathochrome de la bande I apres I’addition de NaOAC+H3BO3 par rapport au spectre MeOH.
Les résultats sont résumés dans le tableau-18 et présentés dans la figure-37

Tableau-18 : Données de la série spectrale UV du composé PCAL

Réactif Bande | Bande | Déplacement | Interprétation

I I
MeOH+PCAl 316 269 - Flavone
MeOH+PCA1+NaOH 356 280 - 7-OR
MeOH+PCA1+AIClI3 371 282 - Pas d’ortho-di-OH
MeOH+PCA1+AICI3+HCI 371 283 +55 5-OH
MeOH+PCA1+ NaOAC 310 269 - 7-OR
MeOH+PCA1+NaOAC+H3BO3 310 270 - Pas d’ortho-di-OH
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Figure-37 : Spectres d’absorption UV-Visible du composé PCAL

Le spectre de masse en mode d’ionisation impact électronique montre un pic moléculaire

[M] " a m/z = 268.02 correspondant a la formule brute C16H1204.Ce spectre montre également

des signaux correspondant au réarrangement caractéristique des flavones.

Un signal a m/z =267 correspondant a la perte d’un H [M-H] **

Un signal a m/z =240 correspondant a la perte de CO [M-CQO] **
Un signal a m/z =225 correspondant a la perte de CO et CH3 [M-CO-CHgs] ™

Un signal a m/z =166 correspondant au fragment A** confirmant bien une hydroxylation

et une méthoxylation du cycle A.

Les valeurs des ions caractéristiques des fragmentations de ce composé sont résumees

dans le tableau-19 et présentés dans la figure-38
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Tableau-19: Les valeurs des ions caractéristiques des fragmentations du composé PCA1

Fragments m/z

[M]™ 268

[M-H]™ 267

[M-CO1™ 240

[M-CO-CHs]* 225

[Al" 166
L | i T e
100- 268.0289 6.15e4

[M-H]

| ' [M-CO-CH3s]*

1 M-CO]*

‘ 269.0198

18¢.0022 239.0034 566 9808
950100 224,995
77.0239 | 1200840  147:0082 T
51 0206 | 40.0051 270.0379
194.0094 300.1219
| 327.9979 358.0183
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Figure-38 : Spectre de masse en mode impact électronique du composé PCA1

L’examen du spectre RMN-'H enregistré dans I’acétone a 600 MHZ et son étalement
(Figure-39 et 40, tableau-20) montre la présence des signaux caractéristiques d’un squelette de
type flavonoide que 1’on peut identifier par :

e Un doublet d’intégration 2H & & = 8§ ppm avec une constante de couplage (J =6,9
Hz) caractéristiques des protons en couplage ortho attribué aux protons H-2’, H-
6’
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e Un multiplet d’intégration 3H a & =7,59-7.61 ppm caractéristiques des protons H-
3’ H-4' et H-5".

e Unsingulet d’intégration 1H a & =6,8 ppm correspondant au proton H-3.

e Deux doublet d’intégration 1H chacun a 6,7 ppm avec une constante de couplage
(J =2,2 Hz) et l’autre a 6,3 ppm avec une constante de couplage (J =2,2 Hz)

caracteristique des protons méta couplés (H-8 et H-6).
e Un singulet d’intégration 3H a 3,9 ppm attribué au groupement méthoxyle.

Tableau-20 : Données RMN-H du composé PCAL.

6 (ppm) Multiplicité Intégration J (H2) Attribution
8 d 2H 6.9 H-2°, H-6’
7.2 m 3H - H-3’, H-4', H5'
6.8 S 1H - H-3
6.6 d 1H 2.2 H-8
6.3 d 1H 1.9 H-6
3.9 S 3H - OMe
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Figure-39 : Spectre RMN-tH (600 MHz, acetone d-6, 8 ppm) du composé PCA1
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Figure-40 : Spectre RMN-'H (600 MHz, acetone d-6, & ppm) du composé PCA1

(étalement)

Sur le spectre RMN-3C (figure-41) nous observons des signaux situés dans la zone 127,3
ppm et 132,8 ppm correspondant a ceux du cycle A (C-1°, C-2°, C-3°, C-4’, C-5°,C-6"), trois
carbones a 6= 104,3 ppm, 6= 98,9 ppm et 6= 93,5 ppm correspondant a des CH (C-3, C-6 et C-
8 respectivement), un signal a 6=162,8 ppm attribuable a un carbone porteur d’un groupement
OH (C-5), cing carbones quaternaires a 183,2, 164,9, 163,1, 158,9, 106,4 correspondant a (C-
4, C-7,C-2,C-9et C-10respectivement) et enfin un signal relatif a un groupement CHs a 6=56,5

attribuable a un groupement méthoxyle.

Les données relatives au spectre RMN-13C de ce composé sont représentées dans le

tableau-21 suivant :
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Tableau-21: Données RMN-C du composé PCAL.

[rel]

0.6

0.4

0.2

Carbone Déplacement chimique

2 163,1
3 104,3
4 183,2
) 162,8
6 98,9
7 164,9
8 93,5
9 158,9
10 106,4
I 132,8

2°,6° 127,3

3’5 129,5
4 130

OMe 56,55

g
C-5,C-3
\ C2’.C-6’
co CI
C-5 Ll / C-10 C-6 c-17
c-4 “ / / c-8
\_1 | e
J J ‘ J 'L Ju m

I
200

150

-0.0

[ppm]

Figure-41 : Spectre RMN-3C (150 MHz, acétone d-6,  ppm) du compose PCAL1.
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L’ensemble de ces données nous oriente vers la structure : 7-méthoxy-5-hydroxy flavone
(techtochrysine) figure-42. Nos résultats sont en accord avec la littérature (Sutthanut K et al.
2007).

4 N

HsCO o)

K OH o /

Figure-42 :7-methoxy-5-hydroxy flavone (tectochrysine)

I11-2-1-2-Elucidation structurale du composé PCA2

Ce composé se présente sous forme de précipité jaune soluble dans le MeOH et 1’acétone.
La fluorescence violette sous UV et la valeur de Rf 0.23 et 0.53 dans les systemes n-hexane/
ACOEt (8 :2) et EP/CH2Cl; (7 :3) respectivement et sont en faveur d’une structure d’un
flavonoide de type aglycone.

Le spectre UV-visible présente une bande d’absorption a 289 nm et un épaulement aux
environs de 326 nm caractéristiques d’une structure de type flavanone ou dihydroflavonol.

Le déplacement bathochrome de 34 nm de la bande Il dans le spectre enregistré en
présence de NaOAc par rapport a celui du méthanol indique la présence d’un hydroxyle libre
en position 7. Cette hypothése est confirmée par le déplacement bathochrome de 34 nm avec
augmentation de I’intensité de la méme bande du spectre enregistré en présence de NaOH par
rapport au spectre méthanolique.

La présence de I’hydroxyle libre en position 5 est suggérée par le déplacement
bathochrome de 17 nm de la bande Il du spectre enregistré dans AICIs+HCI par rapport au
spectre méthanolique.

La comparaison entre le spectre AICIz et AICI3+HCI au niveau de la bande II (pas d’effet
bathochrome) montre I’absence d’un systéme ortho di-OH, ceci est confirmé par 1’absence
d’effet bathochrome de la bande I aprés I’addition de HsBOs par rapport au spectre MeOH.

Les résultats sont résumés dans le tableau-22 et présentés dans la figure-43.
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Figure-43 : Spectres d’absorption UV-Visible du composé PCA2

Le spectre de masse (figure-44) en impact électronique EI-MS montre un pic moléculaire

correspondant a une masse moléculaire de 256 compatible avec la formule brute C15H1204. Ce

composé posséde donc 2 groupements hydroxyles. Ces derniers se trouvent en position 5 et 7

ce qui nous permet d’identifier ce composé comme étant la dihydrochysine.

Le tableau-22 suivant rassemble les données des différents fragments de ce composé.

Tableau-22 : Les valeurs des ions caractéristiques des fragmentations du composé

PCA2
Fragments m/z
[M]* 256
[M-H]* 255
[M-( cycle B)]* 179
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Figure-44 : Spectre de masse en mode impact électronique du composé PCA2

Les signaux présents sur le spectre RMN-'H (Figure-45,46, Tableau-23) du composé
PCA2, et particuliérement dans la région de protons aromatiques renforcent I’hypothese de la
présence d’un squelette flavonoide, cela est expliqué par le déplacement chimique et les
constantes de couplage de protons du cycle A et ceux du cycle B.

e Undoublet d’intégration 2H a 6 = 7,6 ppm (J =6,9 Hz) caractéristiques des protons

en couplage ortho attribués aux protons H-2’, H- 6’

e Un multiplet d’intégration 3H a & =7,24-7,40 ppm caractéristiques les protons H-
3' H-4', H-5".

e Un doublet d’intégration 1H a & =6 ppm avec constante de couplage (J=2,1)

correspondant au proton H-8.
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e Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a & =5,98 ppm avec constante de

couplage (J=2.1) correspondant au proton H-6.

Le spectre RMN-H du composé PCA2 présente aussi :

e Undoublet dédoublé a 5,52 ppm d’intégration 1H avec les constantes de couplage

J =12,7 et 3 Hz correspondant au proton H-2.

e Deux doublet dédoublé apparaissent a 3.1 ppm (J =17,1, 12,8 Hz), et 2,78 ppm (J

=17,1, 3,12 Hz) caractéristique des protons H-3a et H-3b d’une flavanone.

Tableau-23 : Données RMN-'H du composé PCA2.

6 (ppm) Multiplicité Intégration J (H2) Attribution
7,6 d 2H 7,3 H-2°, H-6’
7,24-7,40 m 3H - H-3’, H-4', H5'
6 d 1H 2,1 H-8
5,98 d 1H 2,1 H-6
5,52 dd 1H 12,7, 3 H-2
3,1 dd 1H 17,1,12,8 H-3a
2,78 dd 1H 17,1, 3,12 H-3b

H-3a

[rel]

12

10

H-3b

2 [ppm]

Figure-45 : Spectre RMN-1H (600 MHz, acetone d-6, 8 ppm) du composé PCA2
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Figure-46 : Spectre RMN-'H (600 MHz, acetone d-6, & ppm) du composé PCA2
(étalement)

Le spectre RMN-'3C (Figure-47) enregistré dans 1’acétone a 150 MHz révéle la présence
de 15 atomes de carbones , nous observons des signaux situés dans la zone [127,46- 140,21ppm]
correspondent aux groupements CH du cycle B [C-1°, C-2°, C-3°, C-4’, C-5’et C-6] , les autres
signaux sont attribués d’une part aux groupements du cycle A [C-6 (97,09ppm),C-8
(96,12ppm),C-5 (165,2ppm), C-7 (167,5ppm) , C-9 (164,3ppm) et C-10 (103,3ppm)] et d’autre
part a ceux du cycle C [ C-2(80,11 ppm) , C-3 (43,8 ppm) et C-4 (196,8 ppm) ].

Toutes les données relatives au spectre RMN-3C concernant le composé PCA2 sont
regroupées dans le tableau-24 sous mentionné :

Tableau-24 : Données RMN-3C du composé PCAZ2.

Carbone Déplacement chimique
2 80,1
3 43,8
4 196,8
5 165,2
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6 97
7 167,5
8 96,12
9 164,3
10 103,3
I 140,2
2°,6° 127,4
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Figure-47 : Spectre RMN-13C (150 MHz, acétone,  ppm) du compose PCA2.

L’ensemble de ces données nous oriente vers la structure : 5,7-dihydroxy-flavanone

(Pinocembrine) (Figure-48). Nos résultats sont en accord avec la littérature (Bertelli et al 2012)
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Figure-48 : 5,7-dihydroxy-flavanone (Pinocembrine).

I11-2-1-3-Elucidation structurale du composé PCA3

Ce produit soluble dans I’acétone apparait sous forme d’une monotache qui absorbe sous

UV a 254 et 365nm. Apres révélation la couleur est jaune et la valeur de Rf = 0.35 dans le

systeme n-hexane/ AcOet (7 :3).

Le spectre RMN-!H enregistré dans 1’acétone-d6 (Figure-49 tableau-26) donne les

indications suivantes :

Un doublet dédoublé d’intégration 2H a 7,6 ppm avec une constante de couplage

J=9 et 2 Hz, correspondant aux protons H-2’et H-6’.

Un multiplet d’intégration 3H a 7,4 ppm correspondant aux protons H-3’, H-4" et
H-5".

Un doublet d’intégration 1H a 6 ppm avec une constante de couplage J=2.1 Hz,

correspondant au proton H-8.

Un doublet d’intégration 1H a 5.96 ppm avec une constante de couplage J=2.1 Hz,

correspondant au proton H-6.

Un doublet d’intégration 1H a 5,9 ppm avec une constante de couplage J= 11,7 Hz,

correspondant au proton H-3.

Un doublet d’intégration 1H a 5.5 ppm avec une constante de couplage J= 11,7 Hz,

correspondant au proton H-2.

Un singulet a 2 ppm intégrant 3H attribué au groupement CH3.
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Tableau-25 : Données RMN-H du composé PCA3.

6 (ppm) Multiplicité Intégration J (Hz) Attribution
7.6 dd 2H 9,2 H-2’, H-6’
1.4 m 3H - H-3’, H-4', H5'

6 d 1H 2.1 H-8
5.96 d 1H 2.1 H-6
5.9 d 1H 11.7 H-3
5.5 d 1H 11.7 H-2

2 S 3H - H-2" (CHg)

reil

S(f6+7) 11+12(2), acelona d6 -

H-2"’(CHs)

H-3’, H-4’, H-5’ H-2

3N

[2.3768

1T3.5602

_I~1.9853
[F0.8033
1.0000

T T T T T T T T T T T
12 10 8 6 4

Figure-49 : Spectre RMN-1H (600 MHz, acétone d-6, & ppm) du composé PCA3

| 11.1078
M 122776

T
[ppm]

Le spectre RMN-3C (Figure-50) du composé PCA3, présente 17 signaux dont 6 résonant
a: 136,96 ppm(C-1°), 130,23 ppm (C-4"), 129,5 ppm (C-3’et C-5"), 128,5 ppm (C-2’et C-6’)

sont attribuable aux carbones du cycle B.
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Quatre signaux a 81,2 ppm, 72,5 ppm, 97,4 ppm, 95,9 ppm relatifs au groupement —CH
du cycle Aet C.
Un signal a 20,2 ppm correspond au groupement CHs (H3C-C=0).
Six signaux relatifs au carbone quaternaire a 191,52 ppm (C-4), 164,5 ppm (C-5), 165,28
ppm (C-7), 162,5 ppm (C-9), 101,1 ppm (C-10), 169,52 ppm C-1"’ (O-C=0).
Toutes les données relatives au spectre RMN-3C concernant le composé PCA3 sont
regroupées dans le tableau-26 sous mentionné :
Tableau-26 : Données RMN-3C du composé PCA3.
Carbone Déplacement chimique
2 81,3
72,5
191,6
164,5
97,4
165,28
95,9
162,5
10 101,9
1 136,96
4’ 130,23
2°,6° 128,5
3°,5° 129,5
1 169,52
27 20,2

© 00 N oo 0o b~ W

99



Résultats et discussion

S(f6+7) 11+12(2)

—————
mmmmm
WWWWW

wwwww

— 210.1463
— 1883544
192.7857
< 192.7276

5:

3

2

0

7
154.4228

mmmmm
mmmmm
mmmmm
hhhhh

_—81.9450
——80.0197

73.2090
73.1849

L7

[rel]

20.2620

1.2

Y NN E
o/ \(:H3
Cc-3,C-5
c2,ce C8 =
C-5
C-4 / C-6 ]
c-2

c-7 I

C-l” C-lO C-3 C_zn _g
\‘\j « \

I L . IL “/ | | l ‘ | | JL ol | s

280 I ‘ ‘ I 1510 slo I ‘ ‘ ‘ 8 [ppm]

Figure-50 : Spectre RMN-'3C (150 MHz, acétone d-6, & ppm) du composé PCA3.

Le spectre Cosy du composé PCA3 (figure-51) permet de déterminer rapidement les

connectivités suivantes :

e Une tache de corrélation entre les deux protons H-2 a 6 =5,5 ppmet H-3a46 = 5,9

ppm

e Une tache de corrélation entre H-6 et un proton résonnant sous forme d’un

doublet a 6 =6,1 ppm attribuable a H-8

e Une tache de corrélation entre (H-2°, H-6") a 6 = 7,6 ppm et (H-3°, H-4’, H-5") 4 &

= 7,4 ppm.

e Les 3H de groupement CH3 corrélent entre eux a 6 =2 ppm.
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Figure-51 : Spectre COSY du compose PCA3

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (figure-52) permet I’attribution des
signaux des protons aux atomes de carbone correspondants :

e Le H-2” permet I’attribution du signal a 6 =20.2 ppm a I’atome de carbone C-2°".
e Le H-3 permet I’attribution du signal a & = 72.5 ppm a I’atome de carbone C-3.
e Le H-2 permet I’attribution du signal a 6 = 81.3 ppm a ’atome de carbone C-2.

e Les H-6 et H-8 permettent I’attribution des signaux a 8 = 95.9 ppm et 97.4 ppm

aux atomes de carbones C-8 et C-6.

e LesH-2’et H-6" permettent I’attribution du signal a & =128.5 ppm aux atomes de

carbones C-2,6’.

e LesH-3’,4’.5" permettent I’attribution du signal a 6 =129.5 ppm aux atomes de

carbone C-3°, 5” et le signal a 6 =130.2 ppm au carbone C-4’.
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Figure-52 : Spectre HSQC du compose PCA3

Le spectre HMBC du composé PCAS3 (figure-53) nous permet d’observer les couplages
longues distances entre :

e Le proton H-2"’ résonnant a 2 ppm et les carbones C-2"°, C-1"" et C-3.
e Le proton H-2 résonnant a 5.5 ppm et les carbones C-2, C-3, C-4, C-1’ et C-2°,6’.
e Le proton H-3 résonnant a 5.9 ppm et les carbones C-3, C-2, C-4, C-1"’ et C-1".

e Le proton H-6, H-8 résonnant a 6.1 ppm et les carbones C-6, C-8, C-5, C-7, C-9,
C-10 et C-3.

e Le proton H-3’, H-4’, H-5’ résonnant a 7.4 ppm et les carbones C-3,5’, C-4’, C-
2°,6°, C-1".

e Le proton H-2’,6” résonnant a 7.6 ppm et les carbones C-2°,6°, C-3°,5°, C-4°, C-
1°.

e Le proton H-5 résonnant a 12.16 ppm et les carbones C-5, C-6 et C-10.
e Le proton H-7 résonnant a 11.55 ppm et les carbones C-7, C-6 et C-5,C-10

102



Résultats et discussion

L
T
100

——

-1’ P B .
C- . . L
C-5 L

X

180

c-4

O — . ‘g' L

R R L T
12 10 8 6 4 2 F2[ppm]

200

Figure-53 : Spectre HMBC du composé PCA3

L’ensemble de ces données nous oriente vers la structure : Pinobanksin-3-acetate figure-

54. Nos résultats sont en accord avec la littérature (Fang et al. 1988).

4 N

HO (e} \\\\\\
0]
OH O C

\ o/ \CH3 /

Figure-54 : Pinobanksin-3-acétate

111-2-1-4-Elucidation structurale du composé PCA4
Ce produit est soluble dans le méthanol et ’acétone et absorbe sous UV a 245 et 365 nm.
La florescence jaune sous UV ainsi que les valeurs de Rf 0.35 et 0.4 dans les systémes n-

hexane/ACOEt (8 :2) et EP/CH2ClI. (7 :3) suggérent que ce produit est un flavonoide aglycone.
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Le spectre UV-visible présente dans le méthanol deux bandes d’absorption maximales a
266 nm et 359 nm indique qu’il s’agit probablement d’un flavonoide de type flavonol (3-OH)

Le déplacement bathochrome de la bande I (AA=+47nm) du spectre enregistré en présence
de NaOH avec diminution de I’intensité indique la présence d’un OH libre en position 3 et
I’absance du OH en position 4°.

Le déplacement bathochrome de la bande IT (AA=+10nm) du spectre enregistré en
présence de NaOAC indique la présence d’un OH libre en position 7.

Le déplacement bathocrhome de la bande I (AA=+55 nm) enregistré dans le milieu
AICI3+HCI comparativement a celui enregistré dans le méthanol suggere la présence d’un OH
libre en position5.

La comparaison entre le spectre AICIz et AICI+HCI au niveau de la bande I montre
I’absence d’un systeme ortho di-OH. Cette suggestion est confirmée par 1’absence d’effet
bathochrome de la bande I aprés I’addition de HsBO3 par rapport au spectre MeOH.

Les résultats sont résumés dans le tableau-27 et présentés dans la figure-55.

Tableau-27 : Données de la série spectrale UV du composé PCA4

Réactif Bande | Bande | Déplacement | Interprétation
I I

MeOH+PCA4 359 266 - Flavonol (3-OH)
MeOH+PCA4+NaOH 406 276 +47 3-OH
MeOH+PCA4+ AICl3 413 272 - Pas d’ortho-di-OH
MeOH+PCA4+AICIz+HCI 414 272 +55 5-OH
MeOH+PCA4+NaOAC 374 276 +10 7-OH
MeOH+PCA4+NaOAC+H3BO3 | 360 267 - Pas d’ortho-di-OH
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Figure-55 : Spectres d’absorption UV-Visible du composé PCA4

Le spectre de masse en impact électronique EI-MS (figure-56) montre un pic moléculaire

[M*™] a m/z=270 avec une intensité de 100% correspond a une formule moléculaire C15H100s

indiquant ainsi un squelette du flavonol. La présence du pic a m/z = 242 correspond a [M-CO]",

de méme le pic a m/z = 141 correspond a [M-CO-H] *, le pic a m/z = 153 correspond a [A+H]".

Le tableau-28 suivant rassemble les données des différents fragments de ce composé.
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Tableau-28 : Les valeurs des ions caracteristiques des fragmentations du composé PCA4

Fragments m/z
M]™ 270
[M-H]* 269
[M-COT* 242
[M-CO-H] * 241
[A+H] " 153
A )
08031 Magnet El+
100 269.9910 1.05e4
‘
|
= +
[M-H]
\ Qf‘
270.9988
| _# + + M-cop*
| 68.9952 77.0328 [A+H] [M-CO-H] ‘
‘ i 105.0189 242.0620 \
57.0720 ‘ ! 2130550 "5qq.0579 a0
89.0278 9980051 17.0M 012816&0559 1970451 Inaosss W | 200 :
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Figure-56 : Spectre de masse en mode impact électronique du composé PCA4

L’examen du spectre RMN-'H enregistré dans 1’acétone-d6 a 600 MHz (Figure-57, 58)

montre :

e Un doublet qui apparait a & = 8,2 ppm d’intégration 2H avec une constante de

couplage J=7,6 Hz attribuable aux protons H-2’et H-6".

e Un multiplet d’intégration 3 H a 6 =7,6-7,5 ppm attribuable aux protons H-3’, H-

4’et H-5.
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e Deux doublets le premier a 8 = 6,20 ppm et le second a 6 = 6,19 ppm d’intégration
1H chacun avec une constante de couplage de J=2,1Hz attribuables aux protons H-

6 et H-8 respectivement.

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau-29.
Tableau-29 : Données RMN-H du composé PCA4

o(ppm) Multiplicité | Intégration J (Hz) Attribution
8,2 d 2H 7,6 H-2°, H-6’
7,6-7,5 m 3H - H-3', H-4', HS'
6,2 d 1H 2,1 H-6
6,19 d 1H 2,1 H-8

[rel]

2908

2422
7.5652
522

mmmmm

0.6

0.4

0.2

-0.0

Figure-57 : Spectre RMN-1H (600 MHz, acétone d-6, 8 ppm) du composé PCA4

107




Résultats et discussion

631
6.2906

0.6

04

H-8

T
0.2

22907
24850 . ==
1.226
1.0351
1 1.0000="

{
0.2050~——

I

|

|
-0.0

8.0 7.5 7.0 6.5 [ppm]

Figure-58 : Spectre RMN-'H (600 MHz, acétone d-6, & ppm) du composé PCA4

(étalement)

Le spectre RMN-3C (Figure-59 ) confirme la structure par les signaux caractéristiques
suivant : a 6 = 198,9 ppm (C-4), 8 = 165,3 ppm (C-7), 6 = 162,2 ppm (C-5), 6 = 158,1 ppm (C-
9), & =146,1 ppm (C-2), & = 138 ppm (C-3), & = 132,2 ppm (C-17), § = 130,9 ppm (C-4’), § =
129,4 ppm (C-3°,C-5"), & = 128,5 ppm (C-2°,C-6"), & = 104,3 ppm (C-10), & = 99,26 ppm (C-
6), 6 =94,65 ppm (C-8), et 6 = 80,11ppm (C-2).

Les résultats du spectre RMN-13C, déplacements chimiques et I’attribution des signaux
sont résumes dans le tableau-30 :

Tableau-30 : Données RMN-**C du composé PCA4.

Carbone Déplacement chimique
2 146,1
3 138
4 198,9
5 162,2
6 99,26
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7 165,3
8 94,65
9 158,1
10 104,3
I 132,2
4 130,9
2°,6° 128,5
3,5’ 129,4

[rel]

146.1637

99.2659
94.6527

- 104.3396
0.3

69.2994
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Figure-59 : Spectre RMN-3C (150 MHz, acétone d-6, & ppm) du composé PCA4
L’ensemble de ces données nous oriente vers la structure : 3, 5,7- trihydroxyflavone

(galangine) (Figure-60). Nos résultats sont en accord avec la littérature (Bertelli et al. 2012).

109



Résultats et discussion
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111-2-1-5-Elucidation structurale du composé PCA5

/

Figure-60 : 3, 5,7 trihydroxyflavone (Galangine)

Ce produit se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le MeOH et I’acétone
qui absorbe sous UV a 254 et 365nm. La couleur est jaune apres révélation.

La fluorescence noire-violette de ce compose sous lumiere de Wood et les valeurs de Rf
0.64 et 0.4 dans les systemes n-hexane / ACOEt (1 :1) et cyclohexane / Et20 (6 :4) indiquent
que ce compose est un flavonoide de type aglycone.

Le spectre UV-visible présente deux bandes d’absorption a 268 et 318 nm caractéristiques
d’une structure flavone.

L’apparition d’une nouvelle bande a 330 nm dans le spectre enregistré en présence de
NaOH indique la présence d’un hydroxyle en position 7. Ceci est confirmé par le déplacement
bathochrome de 4 nm de la bande Il du spectre enregistré en présence de NaOAc par rapport
au spectre méthanolique.

Le déplacement bathochrome de 47 nm de la bande I du spectre AICI; + HCI par rapport
au spectre méthanolique indique la présence d’un hydroxyle libre en position 5.

L’absence d’un déplacement hypsochrome de la bande | du spectre AICIz + HCI par
rapport a celui enregistré en présence d’ AICls indique I’absence d’un systéme ortho dihydroxyle
sur le noyau B.

Les résultats sont résumés dans le tableau-31 et présentés dans la figure-61.
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Tableau-31 : Données de la série spectrale UV du composé PCA5

Réactif A max (nm) Déplacement Interprétation
Bande | | Autre bande Bande Il | nm
MeOH 318 - 268 - Flavone
MeOH+NaOH 384 330 280 - 7-OH
MeOH+ AICI3 365 - 276 - Pas d’ortho-di-OH
MeOH+ AICI3+HCI 365 - 276 +47 5-OH
MeOH+NaOAC 351 - 272 +4 7-OH
MeOH+NaOAC+H3BO3 330 - 268 - Pas d’ortho-di-OH
1 268 | +NaOl 1
124
104
o 038 [0}
LE 084 318 é
:‘E 044 é
02
02 I e e e e s e —T B e L T 1
20 300 /0 400 450 50 600 250 300 350 400 450 500 550 600
longeur d'onde Longueur d'onde
MeOH 181 MeOH
224 MeOH+AICI3 16 MeOH+:\laOAC
o7 a7
144 . g 10
§ 124 E 084 |
B 084 2 N8 0 351
< g 318 0.4 4
047 02+

Longueur d'onde

Longeur d'onde

Figure-61 : Spectres d’absorption UV-Visible du composé PCA5
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Le spectre de masse en impact électronique EI-MS a donné un pic & m/z = 254 ce qui
correspond & la formule brute CisH1004. Ce composé posséderait donc deux groupements
hydroxyles.

e Lepicam/z =226 correspond au fragment [M-COJ".

e Le pic a m/z = 152 correspond donc au fragment [A] © avec deux groupements

hydroxyles qui ne peuvent étre qu’on position 5 et 7.
e Lepicam/z =124 correspond au fragment [A-CO]".

Les différents fragments du composé PCADS sont représentés dans le tableau-32:

Tableau-32 : Les valeurs des ions caractéristiques des fragmentations du composé PCA5

Fragments m/z
[M]* 254
[M-H]* 253
[M-COT* 226
[A]™ 152
[A-CO]* 124

9) Magnet El+
253.9891 6.63e4

[M]+-

/

(A" m-cop”

+
[A-CO] | |
2549845  [M-H]*
151.9719 226.0553 1
124.0032
113.0822 | 252.9751
201.1612

|
77.0188 &
73.0396! 96.0142 |152.9884 — )
| | 5 - 255.9991
|| _78.01s8 | 148.9938 | 197.0682 225.0609 4 2 284.0123
| ] 167.0462 S 241.0605 ossiopas
ol P YL O T SO VO S )P i o T [ PSRRI | SSE0 i B8 1 8 PN i NI )
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Figure-62 : Spectre de masse en mode impact électronique du composé PCA5

Le spectre RMN-1H enregistré dans 1’acétone-d6 (figure-63) montre :
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» Undoublet de doublet & 8,2 ppm d’intégration 2H avec une constante de couplage

J=9,3, 2,1 Hz correspondant aux protons H-2’ et H-6".

» Un multiplet a 7,6-7,5 ppm d’intégration 3H relatifs aux protons H-3, H-4' et H-

5.

> Un doublet a 6,8 ppm d’intégration 1H avec une constante de couplage J=2,1

correspondant au proton H-8.

» Un doublet a 6,6 ppm d’intégration 1H avec une constante de couplage J=2,1

correspondant au proton H-6.

» Un singulet d’intégration 1H a 6,3 ppm correspondant au proton H-3.

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau-33:

Tableau-33 : Données RMN-'H du composé PCA5

o(ppm) Multiplicité Intégration J (H2) Attribution
8,2 dd 2H 9,3-2,1 H-2’, H-6’
7,6-7,5 m 3H - H-3', H-4', H5'
6,8 d 1H 2,1 H-8
6,6 d 1H 2,1 H-6
6,3 s 1H - H-3
[E
Lo
H-3’, H-4’, H-5°
H-2’, H-
H-8 e s -

2.1819

8.0

7.5

7.0

T
6.5

[ppm]

Figure-63 : Spectre RMN-1H (600 MHz, acétone d-6, 8 ppm) du composé PCAS
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La structure de ce composé est encore confirmée par le spectre RMN-13C (figure-64). Le
spectre RMN-13C confirme la structure par les signaux caractéristiques suivant : a § = 105,7
ppm (C-3), 6 = 198,5 ppm (C-4), 6 = 164,9 ppm (C-5), 6 = 100,2 ppm (C-6) , 6 = 165,7 ppm
(C-7), & = 95,2 ppm (C-8), & = 159,2ppm (C-9), & = 106,5 ppm (C-10), & = 130,9 ppm (C-17),
§ =132,1 ppm (C-4°), & = 127,5 ppm (C-2°,6"), 5 = 129,4 ppm (C-3°,5").

Les résultats du spectre RMN-13C, déplacements chimiques et 1’attribution des signaux
sont résumés dans le tableau-34.

Tableau-34 : Données RMN-3C du composé PCAGS.

Carbone Déplacement chimique
3 105,7
4 198,5
5 164,9
6 100,2
7 165,7
8 95,2
9 159,2
10 106,5
I 130,9
4’ 132,1
2°,6° 127,5
3.5 129,4
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25 [rel]

1.5 2.0

1.0
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v | SN
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Figure-64 : Spectre RMN-'3C (150 MHz, acétone, & ppm) du composé PCAS5.

L’ensemble de ces données nous oriente vers la structure : 5,7-dihydroxyflavone

(Chrysine) (Figure-65). Nos résultats sont en accord avec la littérature (Chen et al. 2003).

HO O

k OH 0 /

Figure-65 :5,7-dihydroxyflavone (Chrysine)

111-2-1-6-Elucidation structurale du composé PCA6

Le composé PCAG a été isolé sous forme d’une poudre blanche amorphe. Invisible sous

UV (245,365) de couleur marron apres la révélation.
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\

L’analyse élémentaire du composé PCA6 indique que ce composé a une masse

moléculaire m/z=320 correspondant & la formule brute C20Hz.03 (Figure-66).

Elemental Composition Report Page 1

Multiple Mass Analysis: 1579 mass(es) processed - displaying only valid resuits
Tolerance = 100 PPM / DBE:min =-1.5, max =500
Selected filters: None

Monoisciopic Mass, Odd and Even Electron lons

1241 formula(c) cvaluated with 44 rcsults within limits (all results (up to 1000) for cach mass)
Elements Used:

C:19-20 H:29-32 0:0-3

240317-B 57 (3.748)

Magnet El+ 87 202 8.85e3
% 274 278 288 80 203
B e IRk 10 a2 2 -
T T T T T 1 T 1 T T T 1 T 1 T T T T T T T T T T T T T T
2750 2800 2850 2800 2050 300.0 305.0 310.0 3150 3200 3250 3300 335.0 3400
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-Z.0
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= 2 1 -5.6 < E3z O

Figure-66 : Ahalyse élémentaire du compbsé PCAG6

Le spectre de masse en impact électronique EI-MS (Figure-67) montre un pic moléculaire
a m/z=302 correspondant a [M**- H,Q]
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Figure-67 : Spectre de masse en mode impact électronique du compose PCA6

On observe sur le spectre RMN-!H cing signaux identiques entre 1,07 et 2,38 ppm

suggérant la présence d’un noyau décaline caractéristique des noyaux diterpéniques de type

labdane, ces signaux correspondant aux protons H-1, H-2, H-3, H-6, H-7 (Figure-68).

On observe aussi sur le méme spectre :

>

Un doublet de doublet a 1,36 ppm avec une constante de couplage (J=14,3)
correspondant au proton H-5 (CH)

Un doublet a 1,58 ppm avec une constante de couplage (J=10,7) correspondant au
proton H-9 (CH)

Un doublet a 1,66 ppm avec une constante de couplage (J=11) et un doublet de
doublet a 1.33 avec une constante de couplage (J=11,11) correspondant au proton
H-11a et H-11b respectivement.

Un doublet a 1,68 ppm avec une constante de couplage (J=12) et un doublet de
doublet a 1,26 avec une constante de couplage (J=12,8) correspondant au proton
H-12a et H-12b respectivement.

Trois singulets a 0,62, 1,21, 1,20 ppm correspondant aux protons H-20, H-16 et
H-18 respectivement.

2 singulets a 4,55, 4,82 ppm correspondant au proton H-17(CHy).

Un doublet de doublet a 5,21 ppm avec une constante de couplage (J=17,4, 1,9)
et un doublet de doublet a 4,97 avec une constante de couplage (J=10,8, 1,9)

correspondant aux protons H-15a et H-15b respectivement.
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» Un doublet de doublet a 5,92 ppm avec une constante de couplage (J=17,4, 10,8)
correspondant au proton H-14

v,
[rel]

52230

/—5.2202
= 51942
45473

H-16 -

10

T

6 5 4 3 2 1 [ppm]

Figure-68 : Spectre RMN-'H (600 MHz, acétone d-6, & ppm) du composé PCA6

Le spectre RMN-3C (Figure-69) montre la présence de vinght atomes de carbone avec
les signaux caractérisant la décaline. Les informations supplémentaires fournies de 1I’expérience
HSQC, HMBC permettent de distinguer :

Neuf groupements CH [(6 = 40,1 ; 20,9; 39,16; 27,2; 39,6; 18,8; 42,6 (-CH>-); 11,.8
(=CHy), 107,4 (=CH2)].

Trois groupements CH (6 =56,9 ; 57,9 ; 147,6)

Cing carbones quaternaires [0 =44,6 ; 41,5, 73,3 ; 149,5 ; 178,7 (COOH)]

Trois carbones ont des déplacements chimiques caractéristiques de méthyles (6 =28,6 ;
29,5 ; 13,3).
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Figure-69: Spectre RMN-1C (150 MHz, acétone d-6, 8 ppm) du composé PCA6

Les résultats du spectre RMN-'H et RMN-3C sont résumés dans le tableau-35.
Tableau-35 : RMN *H, RMN **C du composé PCAG

Proton | Déplacement chimique | Multiplicité J Carbone Déplacement chimique
H-1a 1,87 m - C-1 40,1
H-1b 1,12 ddd 14,14, 4
H-2a 1,89 m - C-2 20,9
H-2b 1,47 dddd 14,4, 4,3
H-3a 2,13 d 14 C-3 39,16
H-3b 1,07 ddd 14, 14,4

C-4 44,6
H-5 1,36 dd 14,3 C-5 56,9
H-6a 1,99 m - C-6 27,2
H-6b 1,92 m -
H-7a 2,38 ddd 11,5,3,2,5 C-7 39,6
H-7b 1,91 m

C-8 149,5
H-9 1,58 d 10,7 C-9 57,6

C-10 41,5
H-11a 1,66 d 11 C-11 18,8
H-11b 1,33 dd 11,11
H-12a 1,68 d 12 C-12 42,6
H-12b 1,26 dd 12,84
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C-13 73,3
H-14 5,92 dd 17,4, 10,8 C-14 1476
H-15a 521 dd 17,4,1,9 C-15 111,8
H-15b 4,97 dd 10,8, 1,9
H-16 1,21 S - C-16 28,6
H-17a 4,82 S - C-17 107,4
H-17b 4,55 S -
H-18 1,20 S - C-18 29,5
C-19 178,7
H-20 0,62 S - C-20 13,3

Ces différents éléments font penser a un diterpéne renfermant le noyau décaline.

L’expérience de corrélation HSQC (*H-1*C) permet de visualiser le couplage entre le
proton et le carbone. Les taches de corrélation du noyau décaline sont claires dans ce spectre
(Figure-70)

H-16
H-9
H-15 H-17 H-20
c-20 H-14 h‘»
ci BTN B 1
C-2 \4— hsqcelgpsisp2.2 -2 /H- T B
c6 ~a : ¢ C-20/H-20
\’ ; : . L
3 T i
1 N ?
¢l C-12 C-7/H-7 C1/H1
E : wc-s/u-s
—Y C-9/H- 8

C-17/H-17 -8
c-17 i
C_ls o L
C-15/H-15 L]
C-14/H-14 -2
C-14 ——4

I R T R T R R
6 5 4 3 2 F2 [ppm]

Figure-70 : Spectre HSQC du composé PCA6

Enfin, la structure peut étre déterminée aprés ’analyse des données de 1’expérience
9

HMBC qui permet de visualiser les couplages de type 2J (*H-13C) et 3 J (*H-13C) (Figure-71).
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Figure-71: Spectre HMBC du compose PCA6

L’ensemble de ces données spectrales indique que le composé PCAG6 a la structure de

base d’un diterpene (Figure-72) .Sa structure finale peut étre ainsi établie comme étant 1’acide

cupressique. Nos résultats sont en accord avec la littérature (Piccinelli, et al 2013).

Figure-72 : Acide cupressique

111-2-1-7-Elucidation structurale du composé PCA7 et PCA8
Le spectre UV-visible du composé PCA7-PCAS8 enregistré dans le méthanol montre la

présence d’une bande & 295 nm et un épaulement 332 nm. L’absence de deux bandes montre

que ce composeé n’est pas un flavonoide (Figure-73).
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Figure-73 : Spectre UV du composé PCA7 et PCA8

L’examen du spectre RMN-'H (Figure-74) montre que le composé PCA7-PCAS est un

compose aromatique trisubstitué, caractérisé par les signaux :

e Un doublet d’intégration 1H a 7,15 ppm avec une constante de couplage de 2 Hz

attribuable a H-2.

e Un doublet d’intégration 1H a 6,86 ppm avec une constante de couplage de 8 Hz

attribuable a H-5.

e Le doublet dédoublé d’intégration 1H a 7,3 ppm montre que ce proton est ortho

couplé a un premier proton avec une constante de couplage de 8 Hz et méta couplé

a un second proton avec une constante de couplage de 2 Hz attribuable a H-6.

e Decux doublets d’intégration 1H chacun a 6,22 et 7,52 ppm de méme constante de

couplage (J = 16 Hz) correspondants respectivement aux protons H, et Hg en

position trans.

La multiplicité des signaux des protons aromatiques montre qu’il s’agit d’une substitution

1, 3,4, 'un des substituant comporte le groupement CH=CH.
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Figure-74: Spectre RMN-H (600 MHz, acétone d-6, 6 ppm) du composé PCA7 et PCAS

La structure de cette molécule n’a pu étre déterminée que par le spectre RMN-3C (figure-
75) et HSQC (figure-76) qui ont montré la présence de deux hydroxyles sur le noyau
aromatique et une fonction carboxylique. Les données relatives a ces spectres sont reportées
dans le tableau-38 :
Tableau-36 : RMN *H, RMN *3C du composé PCA7 et PCAS

Carbone Déplacement chimique | proton Déplacement chimique
C-1 127,7 - -

C-2 115,2 H-1 7,15 (d, J=2)

C-3 (C-OH) 1458 - -

C-4 (C-OH) 149,0 - -

C-5 122,6 H-5 6,86 (d, J=8)

C-6 116,5 H-6 7,03 (dd, J=8, 2)
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C-p 145,7 H-p 7,52 (d, J=16)
C-a 115,5 H-o 6,22 (d, J=16)
COO0 167,6 - -

L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC (figure-77) permet de mettre en évidence
les corrélations proton carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :
Le proton Hg donne quatre taches de corrélation :

e Lapremiere avec I’atome de carbone a 6 =115,5 ppm attribuable a Ca.

e La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6 =122,6 ppm attribuable a C-6.

e Latroisieme avec I’atome de carbone a & = 127,7ppm attribuable a C-1.

e Laquatrieme avec I’atome de carbone a 6 = 167,6 ppm attribuable a COO.

Le proton H, donne trois taches de corrélation :

e La premiere avec I’atome de carbone a 6 =127,7 ppm attribuable a C-1.
e Ladeuxiéme avec I’atome de carbone a 6 =145,7 ppm attribuable a Cg.
e Latroisieme avec I’atome de carbone a 6 = 167,6 ppm attribuable a COO.

Le proton H-2 donne trois taches de corrélation :

e La premiere avec I’atome de carbone a 6 =127,7 ppm attribuable a C-1.
e La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6 =145,7 ppm attribuable a Cg.
e Latroisieme avec I’atome de carbone a 6 = 149 ppm attribuable a C-4.

Le proton H-6 donne quatre taches de corrélation :

e La premiere avec I’atome de carbone a 6 =115,2 ppm attribuable a C-2.
e La deuxiéme avec I’atome de carbone a & =116,5 ppm attribuable a C-5.
e Latroisieme avec I’atome de carbone a 6 = 145,7ppm attribuable a Cg.
e Laquatrieme avec I’atome de carbone a 6 =149 ppm attribuable a C-4.

Le proton H-5 donne quatre taches de corrélation :

e La premiere avec I’atome de carbone a & =122,6 ppm attribuable a C-6.
e Ladeuxiéme avec I’atome de carbone a 6 =127,7 ppm attribuable & C-1.
e Latroisieme avec I’atome de carbone a 6 = 145,8 ppm attribuable & C-3.

e La quatrieme avec I’atome de carbone a 6 =149 ppm attribuable a C-4.

Ces données menent a la structure partielle :
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HO

OH

Le spectre RMN- H du mélange de ces composés indique la présence de deux motifs
caféates et nous renseigne grace aux différentes proportions que le premier contient un
groupement minoritaire et le second un groupement majoritaire.

Les spectres RMN-*C, HSQC et HMBC confirment la structure finale du composé PCA7 et
PCAS8 et les résultats sont résumes dans le tableau suivant :
Tableau-37 : RMN H, RMN *3C du composé PCA7 et PCAS (substitution R)

Carbone Déplacement chimique | proton Déplacement chimique
C-r 63 H-1° 4,25 (2H, t, J =6,8 Hz)
C-2 38 H-2’ 2,39 (2H, t, J =6 ,7 Hz)
C-3 139,2 - -

C-4° 112,7 H-4"a b 4,79 (m), 4,76(m)

C-5’ 22,7 H-5° 1,77 (3H, m)

C-17 61,4 H-1"" 4,64 (2H, d, J=7.3 Hz)
c-2” 120,3 H-2 5,38t (J=7.3, 1.4)
c-3” 139,2 -

C-4” 18,1 H-4> 1,75 (3H, m)

C-5” 25,9 H-5" 1,77 (3H, m)
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L’ensemble de ces données spectrales indique que le composé PCA7 et PCAS8 est un
mélange de deux produit (1 /1) (figure-78). Les structures finales peuvent ainsi étre établies
comme étant le 3-méthyl-3-butényl (E)-Cafféate (7) et 2- méhyl-2-butényl (E)-Cafféate (8).

Nos résultats sont en accord avec la littérature Salah, N. M. et al 2017.

4 0 0 N
o)‘\/\@OH HOWO
)/i OH HO \\)\
\_

/

Figure-78 : 3-méthyl-3-butényl (E)-Cafféate et 2- méhyl-2-butényl (E)-Cafféate
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Conclusion générale

La propolis est une résine présente sur les bourgeons, jeunes rameaux, blessures de
certains arbres et arbustes. Cette résine est récoltée par les abeilles. Ce produit occupe de plus
en plus une place de choix en thérapeutique. Les recherches entreprises sur la propolis ont
permis de montrer que celle-ci pouvait étre une alternative efficace dans bon nombre de troubles
et pathologies, mais également en association avec certains traitements pharmacologiques.

Le but de notre travail ¢ét¢ I’étude de la composition chimique et des propriétés
antioxydantes de la propolis algérienne. Au début de ce travail, nous avons choisi cing propolis
collectées dans différentes zone géographiques du nord algérien : Constantine, Boumerdes,
Chelghoum laide située dans la wilaya de Mila, Tébessa et Guelma. Les extraits testés ont éteé
obtenus par maceration dans quatre solvants différents : éther de pétrole, chloroforme, acétate
d’éthyle et méthanol.

Une étude comparative a été réalisée en fonction de I’activité antioxydante des différents
extraits de chaque propolis. Dans un premier temps nous avons effectué¢ une analyse
quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux. Les résultats obtenus varient entre
9.89+0.23 et 233,72 + 9,25 mg EGA/ g pour le TPC et entre 6,22 + 0,20 et 73,26 £ 2,98 mg EQ
/ g pour le TFC. Les TPC et TFC des différents extraits testés ont diminué dans I'ordre suivant:
extrait méthanolique> extrait acétate d'éthyle> extrait choroformique> extrait éther de pétrole.
Concernant I’influence de la zone géographique sur les TPC et TFC étudiés. Nos résultats
indiquent que la propolis de Constantine présente des teneurs largement supérieures aux teneurs
des autres propolis suivie par les propolis de Mila et Boumerdes. L’effet antioxydant a été
évalué par la combinaison de cinq techniques complémentaires (DPPH, ABTS, B-carotene,
CUPRAC et FRAP). La propolis de Constantine a enregistré les activités antioxydantes les
plus élevées. Ce résultat nous a encouragés a étudier I’activité anticholinestérase des extraits de
cette propolis. Les résultats obtenus montrent que seuls les extraits éther de pétrole et
chloroforme présentent une activité inhibitrice contre I’AChE. L’extrait chloroformique
posseéde une activité inhibitrice plus élevée contre les deux enzymes AChE et BChE avec des
valeurs d’IC50 de 81.21+6.06 et 47.98+0.08 pg.ml-1respectivement.

Cette premiére partie de notre travail nous a permis de faire une premiére classification
des propolis étudiées et de sélectionner les extraits les plus actifs sur lesquels nous avons réalisé
une analyse par la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrophotométrie de masse
dans le but d’étudi¢ leurs profile chimique. L’extrait acétate d’éthyle de la propolis de

Constantine est I’extrait le plus actif. Cet extrait présente les teneurs les plus élevés en acide
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caféique, acide p-coumarique, naringénine et kaempférol. Nos résultats suggérent que 1’effet
antioxydant est probablement di a la présence de ces composés. Notre travail montre qu’il
existe une relation entre I’activité antioxydante de la propolis et sa composition en produits
flavoniques. Nous pensons que la composition qualitative et quantitative en flavonoides est trés
importante. Cette composition permettra une meilleure classification de la propolis. Elle
permettra aussi la standardisation de ce produit pour une éventuelle utilisation en thérapeutique.

Dans la deuxiéme partie de notre travail nous nous sommes intéresses a la composition
chimique de I’extrait acétate d’éthyle de la propolis de Constantine. Apres I’extraction,
séparation et purification, nous avons obtenus 8 produits a I’état pur. La détermination
structurale de ces composés a été réalisé a ’aide des différentes techniques spectroscopiques
de RMN mono (RMN-'H, RMN-3C) et bidimensionnelles (HSQC, HMBC) ainsi que la
spectrométrie de masseEI-MS. Les 8 composes isolés sont identifiés comme suit :

» T7-méthoxy-5-hydroxy flavone (tectochrysine)

5,7-dihydroxy-flavanone (Pinocembrine).
Pinobanksin-3-acétate
3, 5,7 trihydroxyflavone (Galangine)
5,7-dihydroxyflavone (Chrysine)
Acide cupressique
3-méthyl-3-butényl (E) —Cafféate
2-méthyl-2-butényl (E) —Cafféate

YV V. V V V V V

133



Résumé

Notre étude s’intéresse a 1’investigation de la composition chimique et des activités
biologiques de la propolis Algérienne. Ce produit occupe de plus en plus une place de choix
dans la médecine traditionnelle a cause de ses nombreuses propriétés biologiques. Dans la
premiere partie de notre travail, nous nous sommes intéressés a plusieurs propolis du Nord
Algérien. Une étude comparative en fonction de leur activité antioxydante a été réalisée. De
plus, ’analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux a aussi été évalué. La
propolis de Constantine a enregistreé les activités antioxydantes les plus élevées. Ce résultat nous
a encouragés a étudier I’activité anticholinestérase des extraits de cette propolis.

Cette premiére partie de notre travail nous a permis de faire une premiére classification
des propolis étudiées et de sélectionner les extraits les plus actifs sur lesquels nous avons réalisé
une analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrophotométrie de masse
dans le but d’étudier leurs profile chimique. L’extrait acétate d’éthyle de la propolis de
Constantine est I’extrait le plus actif. Cet extrait présente les teneurs les plus élevés en acide
caféique, acide p-coumarique, naringénine et kaempférol. Nos résultats suggérent que 1’effet
antioxydant est probablement dd a la présence de ces composes.

Dans la deuxieme partie de notre travail nous nous sommes intéressés a la composition
chimique de la propolis Algérienne. Apres 1’extraction, séparation et purification, nous avons
obtenus 8 produits a 1’état pur, cing flavonoides (tectochryine, pinocembrine, pinobksin-3-
acetate, chrysine, galangine), un diterpéne (acide cupressique) et deux dérivés d’acide caféique
(3-méthyl-3-butényl (E)-Cafféate et 2- méhyl-2-butényl (E)-Cafféate).La détermination
structurale de ces composés a été réalis¢ a I’aide des différentes techniques spectroscopiques
de RMN mono (RMN-tH, RMN-3C) et bidimensionnelles (HSQC, HMBC, Cosy) ainsi que la
spectrométrie de masse EI-MS.

Mot clés :
Propolis, étude comparative, activité antioxydante, activité anticholinestérase,

polyphénols, flavonoides, LC-MS.



Abstract

Our study is interested in the investigation of the chemical composition and the biological
activities of Algerian propolis. Due to its several biological activities, propolis has been
extensively used in folk medicine. In the first part of our study we examined several propolis
harvested from north of Algeria in order to compare their antioxydant activity, In addition, the
total phenolic and flavonoid contents were evaluated. Propolis of Constantine exhibited the
highest antioxydant activity. This result encouraged us to study the anticholinesterase activity
of the extracts of this propolis.

This first part of our work allowed us to make a first classification of the propolis studied
and to select the most active extracts on which we performed an analysis by liquid
chromatography coupled to mass spectrophotometry LC-MS for the purpose of studying their
chemical profile. The ethyl acetate extract of propolis of Constantine was the most active
extract. This extract has the highest levels of caffeic acid, p-coumaric acid, naringenin and
kaempferol. Our results suggest that the antioxydant effect is probably due to the presence of
these compounds.

In the second part of our study we investigated the chemical composition of Algerian
propolis. The separation and purification of propolis extracts lead to the identification of 8
compounds, five flavonoids (tectochryin, pinocembrine, pinobksin-3-acetate, chrysin,
galangin), one diterpene (cupressic acid) and two derivatives of caffeic acid (3-methyl-3-
butenyl (E) -Caffeate and 2-methyl-2 -butenyl (E) -Caffeate). Their structures has been
established by spectral analysis including NMR mono (NMR-'H, NMR-3C) and
bidimensionelle spectra (HSQC, HMBC) and impact electronic mass spectra.

Key-words:

Propolis, comparative study, antioxidant activitie, anticholinesterase activitie, phenolics,
flavonoids, LC-MS.
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