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Résumé

La propolis est une matiére résineuse produite par les abeilles a partir de la récolte de la résine existe
sur les bourgeons des plantes et des écorces des arbres, elle s’utilise par les abeilles, pour couvrir la
ruche et protégé contre les facteurs exogénes dangereux comme les microorganismes et les insectes.
L’homme utilise la propolis, pour soulager les plaies de la peau, contre les affections bucco-dentaires,
contre les rhumes, maux de gorge, pharyngites, pour le soutien du systeme immunitaire. Ce travail a
pour objectif d’évaluer ’activité antioxydante de la propolis de la région du Tlemcen par réalisation
du deux tests anti-radicalaires (DPPH/ABTS). Pour atteint de cet objectif, nous avons réalisé une
extraction des substance polyphénoliques de la propolis par un solvant hydro-éthanolique (éthanol 80
%) dont le rendement d’extraction égale 37.09%. Deux tests ont été réalisé dans ce travail pour
I’évaluation de 1’activité antioxydante, le test du DPPH et le test d’ABTS, par I’utilisation des gammes
d’étalonnage de différente concentration pour I’extrait de la propolis et I’acide ascorbique, les résultats
d’IC50 obtenu sont 0.23mg/ml pour I’extrait de la propolis avec le DPPH et 0.027mg/ml pour I’extrait
de la propolis avec ’ABTS.
Les mots clés : Propolis, Extrait hydro-éthanolique, Activité antioxydante, DPPH, ABTS.

Abstract

Propolis is a resinous material produced by bees from the collection of resin from plant buds and tree
bark, it is used by bees to cover the hive and protect against dangerous exogenous factors such as
microorganisms, insects, man uses propolis, to relieve wounds on the skin, against oral diseases,
against colds, sore throats, pharyngitis, to support the immune system. This work aims to evaluate the
antioxidant activity of propolis from the Tlemcen region by carrying out two anti-radical tests
(DPPH/ABTS). To achieve this objective, we carried out an extraction of the polyphenolic substances
of propolis by a hydro-ethanolic solvent (80% ethanol), the extraction yield equals 37.09%, two tests
were carried out in this work for the evaluation of the antioxidant activity, the DPPH test and the
ABTS test, by the use of calibration ranges of different concentrations for the extract of propolis and
ascorbic acid, the results of 1C50 obtained are 0.23mg/ml for the propolis extract with DPPH and
0.027mg/ml for the propolis extract with ABTS.

Key words: propolis, hydro-ethanolic extract, antioxidant activity, DPPH, ABTS.
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Introduction

Depuis I’antiquité, les abeilles offraient a sa ruche un produit extraordinaire par récolte d’une
résine présente sur les bourgeons, jeunes rameaux, blessures de certains arbres et arbustes pour le
but de la protection de la ruche contre les attaques des micro-organismes mais aussi des insectes.
En mélangeant cette résine a la cire et a des enzymes sécrétées par leur systeme glandulaire, elles

obtiennent une sorte de glu que I’on nomme : propolis (Cardinault et al., 2012).

La propolis est une Vvéritable arme chimique antibactérienne utilisée dans momification
d’insectes et d’animaux envahissants et morts tels que les souris sont trop grosses pour étre évacuer
par les abeilles, les empéchant ainsi de se décomposer. La propolis est généralement composée
d’environ 50% de résine (contenant des composes polyphénoliques), 30% de cires et Acide Gras,
10% Huiles Essentielles, 5% pollen et 5% de matiere organiques et divers minéraux. La composition

de la propolis est tres variable car elle dépend de végétation indigene (Marcucci, 1995).

Ce produit apicole est trés précieux car il contient des polyphénols et des flavonoides
responsables de ces propriétés biologiques et de la capacite de piéger les radicaux libres. A cet effet,
la propolis est utilisee depuis longtemps en médecine traditionnelle car elle présente de nombreuses
activités biologiques et pharmacologiques, tel que les activités antioxydantes, antifongiques,

antibactériennes, antivirales, anti- inflammatoires, antitumorales (Anjum et al., 2018).

La recherche scientifique se concentre souvent sur I’exploration de ces substances qui
promettent de remplacer les anciennes substances d’origine synthétique. Face a cette situation
préoccupante, un domaine de la recherche médicale visant a trouver de nouvelles molécules

naturelles des actifs efficaces et non toxiques (Bankova et Sforcin, 2011).

A la lumiére de cette initiation, ce mémoire va étudier I’activité antioxydante de la propolis du
Tlemcen, il commence donc par une introduction sur la propolis puis une partie bibliographie
contient I’histoire et I’origine de la propolis, la méthode de la récolte de la propolis et les propriété
physico-chimique et la composition chimique de la propolis, 1’utilisation de propolis et son intérét
thérapeutique, le coté expérimentale de ce mémoire contient la partie matériel et méthode, résultats

et discussion. Le mémoire se termine par une conclusion.
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Généralités sur la propolis



Chapitre 1 Généralités sur la propolis

1. Définition et origine

La propolis est le troisiéme produit important de la ruche d’abeilles apres le miel et le pollen. Les
abeilles le récoltent a partir des bourgeons de peuplier, de pin, de bouleau, de noix, érable et
substances lipophiles secrétées par des plaies végétales. Le mélange de ces substances d’origine
végétale avec ’enzyme (A-glycosidase) existée dans la salive des abeilles et avec des matériaux
accessoires introduits pendant la production du pollen ou cire mener & la production de la propolis
(figure 1) (Marghitas, Dezmirean et Bobis 2013 ; Pasupuleti et al. 2017).

Par la separation du mot grec propolis en deux mots (pro : pour ou en défense et polis : la ville)

illustre que le mot propolis signifie « défense de la ruche » (Bonamigoet al. 2017).

Figure 1 : Photographie de propolis brute

2. Historique

Par le retour a I’histoire on trouve que la propolis a été utilisée par les anciens Egyptiens, Perses
et Romains. Elle a été utilisée pour soigner les plaies externes et internes et ulceres par 1’Hippocrate
en 460-377 avant JC, et elle a utilisée aussi au XVlle siécle comme ingrédient majeur des onguents
de guérison.

Avicenne a parlé de deux sortes de cire : la cire propre et la cire noire, et peut étre la cire noire est
la propolis. 1l a dit : « Ella a la qualité de faire éliminer les pointes des fleches des épines, raréfie,
nettoie facilement et amollit fortement » (Crane, 1999 ; Fearnly,2001). En Europe la propolis a été
reconnue comme un agent antibactérien aux 17 et 20°™ siécle et été reconnue comme un meilleur
médicament pour le traitement des plaies pendant 17°™ siécle. En chine, la propolis était reconnue
comme un médicament anticancéreux et anti-infectieux. Le premier rapport scientifique sur la
propolis, sa composition et ses actions chimiques est annoncé au public en 1908 (Anjum et al., 2018).
3. Composition de la propolis

L’intérét de la propolis dépends de sa composition chimique qu’elle dépende a la région
géographique de la ruche et aussi des végetaux existe dans cette région, de la disponibilité des
végétaux pendant la saison et de ’espéce de ’abeille (Cardinault et al.2012).
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La propolis est riche en substances naturelles, elle est constituée principalement de résine (50%),
de cire (30%), d’huiles essentielles (10%), de pollen (50%) et d’autres composés organiques (5%)
(Pasupuleti et al. 2017).

La propolis contient d’autre substances chimique tels que les acides amines, les sucres, certains
minéraux comme Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn et Fe, certaines vitamines comme B1, B2, B6, C et
E, et d’autre composes aromatiques. Elle contient également des enzymes telles que la succinate
déshydrogénase, la glucose-6-phosphatase, 1’adénosine triphosphate et la phosphatase acide
(Ahangari et al., 2018 ; Przybylek et al., 2019 ; Soltani et al., 2020 ; Zulhendri et al., 2021).

Les flavonoides sont parmi les constituants de la propolis, on peut citer les flavones (lutéoline),
les flavanols (quercétine et dérivés), les flavanones (pinocembrine et dérivés et naringénine), les
flavanonols (garbanzol et alnustinol), les chalcones et dihydrochalcones, les isoflavones (calycosine),
les isodihydroflavones (daidzéine), les isoflavanes (vestitol et dérivés) et les néoflavonoides
(médicarpine).

Les acides phénoliques comprennent divers acides tel I’acide caféique, 1’acide cinnamique et
I’acide férulique. A noter la présence également des acides isoféruliques, p-coumarique et I’ester
phényléthylique de I’acide caféique (Abderazeg et al., 2020 ; Zulhendri et al., 2021).

4. La récolte de la propolis
4.1. Par les abeilles

Un nombre déterminer d’abeilles ouvrieres butineuses (qui se trouvent donc étre dans la derniere
partie de leurs existences) récoltent la propolis. Ces ouvriéres n’effectuées pas une autre tache sauf la
récolte de la résine, donc leur travail est limite au colmatage de I’intérieur de la ruche (Donadieu,
1981).

4.1.1. Procédé de la récolte

La butineuse précise premierement et par I’utilisation du ses antenne la partie souhaitable de la
source, puis par I’enfoncement de ses mandibules, elle détache la particule saisie et elle I’accumule
dans 1’une des corbeilles de ses pattes postérieures (3éme paire) et avec 1’intervention de ses autres
pattes elle forme progressivement une pilote (qu’est en général plus petite par rapport a celle du
pollen) qu’elle rapportera a la ruche. La décharge de la récolte de la butineuse de la propolis s’effectue
a I’aide des autres ouvriéres a ’endroit méme ou la substance est utilisée ou au trou de vol, ce
processus assez long qui peut durer d’une a plusieurs d’heures (figure 2) (Donadieu, 1981 ;
Debuyser, 1984).
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Figure 2 : Récolte de la résine par I’abeille.

5. Propriétés physico-chimiques de la propolis

5.1. Propriétés physiques

5.1.1. Caractéristiques organoleptiques

-Couleur : est dépend de la source de la récolte ou elle varie du jaune clair (coniféres) au brun trés
fonce, en passant par une gamme de brun extréme riche et étendue (rougeéatre, verdatre, etc.)
(Donadieu, 1981).

-Saveur : Acre, piquante, parfois amére, qui donne un engourdissement de la muqueuse buccale
(Sauvager, 2014).

-Odeur : varie en fonction de la végétation, mais généralement elle distingue d’un ar6me agréable
et douceatre, mélangé a celui du miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille, etc.). Elle
dégage par leur combustion une odeur d’encens trés délicate et trés recherchée en rapport avec les
résines aromatiques qu'elle contient. (Debuyser, 1984)

5.1.2. Caractéristiques physiques

- Consistance : La température a une influence sur la forme de la propolis ou elle devient fossile et
croquante a 15°C, molle a 30°C et glaireux au-dela et fond a 60°C, le point de la fusion est de 70°C
jusqu'a 100°C (Lavie, 1975 ; Krell, 1996).

-Solubilité : La propolis est partiellement soluble dans 1’alcool, I’acétone, 1’éther, le chloroforme et
le benzéne, trés peut hydrosoluble. Il est possible de dissoudre la quasi-totalité de ses composants par

un mélange adéquat de différents solvants (Lavie, 1975).
- Densité : Elle est de I’ordre de 1,2 en moyenne (Tosi et al., 2006).

- Chauffée doucement au bain-marie : Deux parties bien distinctes sont issu, une partie liquide (cire

de la propolis) qui flotte a la surface et I’autre est visqueuse sédimente au fond (Lavie, 1975).
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6. Composition de la propolis brute

La composition de la propolis contient des composes végétales melangés avec des composes sécrétés
par les abeilles. La variété des lieux et des moments de la récolte conduit a la variation dans la
proportion des différentes substances contenu dans la propolis, mais généralement leur proportion est
proche au celle de la (figure 3) (Ghisalberti et al., 1978).

5% 3%

M Résines et baumes
® Huiles essentielles

550% Cire

0,
30% ¥ Pollen

W Divers

Figure 3 : composition de la propolis brute (Bouaroura, 2020).

La connaissance de la propolis a considérablement évolué au fil du temps grace a des recherches
exhaustives sur sa composition chimique et son activité biologique. Dans les années 1960, on croyait
que malgré sa complexité, la composition chimique de la propolis était plus ou moins constante.
Cependant, l'analyse d'un grand nombre d'échantillons provenant de différentes sources
géographiques a montré que la composition chimique de la propolis est tres variable et difficile a
standardiser. Cette composition dépend de différents facteurs tels que la végétation, la saison et les
conditions environnementales du site de collecte. (Bankova, 2005 ; Bankova et Sforcin, 2011 ;
Barlak et al., 2011). Il existe donc plus de 300 substances qui composent la propolis (Marcucci,
1995 ; Bankova, 2000).

En général, les principaux composants de la propolis sont la résine (baume de composes
phénoliques et flavonoides ou leurs esters) et les substances volatiles (huiles essentielles), qui sont
des substances obtenues par divers procédes botaniques dans diverses parties des plantes, et la cire
d'abeille (Bankova, 2005). La composition grossiére de la propolis rapportée par divers auteurs est

indiquée au (tableau ).
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Tableau I : Composition globale de la propolis (Mokhtaria, 2014).

Parties de la propolis Constituants par groupe

. 45-55%
Résines et baumes _ o
Flavonoides, acides phénoliques et leurs esters

20-30%

Cire et acide gras o ) _ o _ o
Acide cinnamique, acides linoléiques, acides propénoiques.

10%

Produits volatils

Huiles essentielles

5%
Protéines (plus de 1% des acides aminés sont représentés par 6
Pollen acides aminée libres et I’arginine et la proline représentent
Jusqu’a 46% du total)
5%
Autres composes et 14 minéraux a 1’état de traces : silice, Fe, Zn, (les plus
minéraux communs) Ag, Cs, Hg, Sb Acide benzoique et ses esters,

vitamines, sucres, Cétones, lactones, etc.

7. Composition de la propolis purifiée

La composition spécifique du chaque type de propolis consiste sur I’origine botanique de ses
substances et les modifications appliquant sur la matiére végétale récoltée par les abeilles a partir des
sécrétions hypophrygiennes de 1’abeille qui vont apporter d’autres €léments spécifiques en plus de
certaines transformations (hydrolyse des hétérosides de flavonoides en aglycone).

Les flavonoides, les dérivés phénoliques et leurs esters, des dérivés aromatiques volatils, des
minéraux (fer, calcium, zinc, cuivre, manganese) et des vitamines (C, E et du groupe B), sont parmi
les composés organiques et minéraux constituant la propolis, elle contient aussi des sucres et des
alcools de sucre (Bankova et al., 2000).

Les principaux composés responsables des activités biologiques de la propolis tels que ’activité
antioxydant (Ahmedkhniha et al., 2006), et 1’activité antibactérienne (Alessandrini et al., 2006). Il
semble que ce sont les polyphénols.

Le classement des composants de la propolis a été effectué d’apres des études déja réalisées, donc

on peut les classer dans les groupes suivants :
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-Les polyphénols et les flavonoides ;
-Les acides aromatiques ;

-Les acides aliphatiques ;

-Les esters aromatiques ;

-Les sucres ;

-Les minéraux ;

-Les vitamines et autres composés.
7.1 Polyphénols et flavonoides

Les polyphénols sont une classe importante de substances naturelles largement répandues dans le
regne végétal. On peut distinguer différentes classes de polyphénols selon le nombre d'atomes
constitutifs d'une part et la structure du squelette de base d'autre part (Harborne, 2000) :

-Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques) ;
-Les flavonoides qui représentent la classe la plus abondante et la plus étudiée ;
-Les tanins et lignines ;

-Les plus rares, les coumarines et les stilbénes.

Les composés organiques les plus abondantes dans la propolis sont les polyphénols notamment les
flavonoides. lls sont responsables des activités biologiques de la propolis et sa capacité de pieger les
radicaux libres.

Les flavonoides (figure 4) sont des dérivés des polyphénols généralement colorées nommeé au latin
flavus,jaune, leur existence est trés élevée chez les végétaux. Ce qui confirme la théorie qui dit que la
propolis est d’origine végétale (Ghedira, 2005). Les différentes catégories des flavonoides sont les

flavanols, les flavones, les flavanols, les isoflavones, les flavanones, et les anthocyanes.

OH

HO O
5 OH
OH
OH

Figure 4 : Structure de base du flavonoide
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7.2. Acides aliphatiques

Les acides aliphatiques sont parmi les composes identifiés dans la composition de la propolis. IL y
a plus de vingt acides aliphatiques ont été cites comme des composant de la propolis, parmi ces acides
aliphatiques il y a I’acides lactique, 1’acide mal€ique, 1’acides fumarique, 1’acides palmitique, I’acide
linoléique...etc. (Marcucci, 1995 ; Ahmedkhniha et al., 2006).
7.3. Acides aromatiques

Les acides aromatiques existés dans la composition de la propolis sont dérivés de 1’acide benzoique

et cinnamique (figure 5, 6), leur réle principal est dans les activités thérapeutiques de la propolis
(Havsteen, 2002).

Figure 5 : Structure chimique de I’acide benzoique.

O

= OH

Figure 6 : Structure chimique de 1’acide cinnamique.

L’acide Caf€ique est parmi les acides aromatiques qu’ils ont des propriétés diverses, le
phénéthylcaféate (Ile CAPE) est I’'un de ses dérivés qui ont des propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires.

7.4. Esters aromatiques

D’apres des recherches s’effectues sur la composition de la propolis en esters aromatiques, ces
derniers ont été englobé dans les catégories suivantes (Silici, 2005).
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-Esters cinnamiques

-Esters coumariques
-Esters ferulates
-Esters caffeates
-Esters isoferulates.
7.5. Sucres

Les sucres et les alcools de sucre sont parmi les composes de la propolis (Bankova et al., 2000).
Les polysaccharides comme I'amidon et les mono et disaccharides, le glucose, le fructose, le ribose,
le rhamnose, le talose, et le saccharose sont également présents dans la propolis (Gorecki et al.,
2014).
7.6. Minéraux

Des recherches sur la propolis ont montré que les minéraux présentent un pourcentage varie entre
1.2 a 4.5% du poids net de la propolis brute (Cazzolli et al., 2006). Les minéraux les plus abandant
dans la composition de la propolis sont le potassium et le calcium, elle contient aussi des autres
minéraux tels que le sodium, 1’iode, le magnésium, le cuivre, le zinc, le fer et le manganese.
7.7. Vitamines

La vitamine A et les vitamines du groupe B (B1, B2, B3, B6, B8, B9, B12) et la vitamine C et
la vitamine E sont faient partie de la composition de la propolis (Mehaisen et al., 2017).
8. Utilisation de la propolis
8.1. Par ’abeille

Les abeilles utilisent la propolis dans la ruche pour boucher les trous, pour éviter les courants
d’air indésirables, pour lisser les parois intérieures, pour imperméabiliser les parois afin d’éviter une
humidité excessive et pour protéger I’entrée contre les intrus. C’est leur arme chimique la plus
importante pour lutter contre les parasites et les pathogenes.
Des études ont méme révélé que la propolis peut jouer un réle plus subtil dans les mécanismes

d’immunité de la colonie. On peut dans une certaine mesure parler d’automédication de la colonie.
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L’une des particularités d’utilisation de la propolis par 1’abeille est de momifier en recouvrant avec
cette maticre les cadavres des ennemis, qui s’introduisent dans la ruche une fois tués pour éviter leur
décomposition et ne sera pas ’origine d’un éventuel développement des microorganismes. Elle
contribue aussi au maintien du microclimat et a I'isolation thermique de la ruche (Pierre et Yeves,
2005).

8.2. Par ’homme

L’homme utilise la propolis pour plusieurs fins grace a ses avantages antiseptiques et
antibiotiques. Elle est notamment exploitée dans plusieurs domaines tels que :
8.2.1. Utilisation commerciale

La propolis s’utilise dans la cosmétique pour la fabrication des shampooings, revitalisants,
onguents, lotions, rouges a lévres, dentifrices et vernis a ongles. Elle s’utilise aussi comme additif
alimentaire pour conserver et pour aromatiser en méme temps (de Groot et al, 2013).
8.2.2. Utilisation en médecine

Les domaines de 1’'usage de la propolis sont multiples et varies, parmi lesquels il y a le domaine
médicinal comme la médecine traditionnelle, I’apithérapie, et aussi utilisée comme un alicament.

L’utilisation de la propolis en médecine base sur ses propriétés antibactérienne, antifongique,
antivirale, anti-inflammatoire, anti-ulcéreuse, hépatoprotectrice et antitumorale.

La propolis est utilisée dans divers traitements tels que :
- Les problémes cardio-vasculaires ;
- Diverses infections de 1’appareil respiratoire ;
- Soins dentaires ;
- Les ulceres ;
- Les infections des muqueuses et des lésions ;
- Le cancer.
9. Conservation de la propolis

La conservation préférable de la propolis est de la garder dans des récipients opaques, bien fermes
et a I’abri de la lumiere et de la chaleur (a 10 ou 12°C de préférence). D’apres plusieurs expériences,
le stockage de la propolis pour une longue durée ne diminue pas sa teneur en composants chimique,
ni ses activites biologiques, mais le mieux pour I’obtention de meilleurs effets et résultats c’est

I’utilisation de la propolis la plus fraiche possible (Narimane, 2011).
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La propolis posséde de nombreuses propriétés thérapeutiques. L’ensemble des recherches
effectuées a ce jour permet de montrer plusieurs propriétés biologiques de ce produit. Ces propriétés
sont en rapport avec la composition chimique.

1. Activité antibactérienne

La propolis est parmi les agents qu’ils freinent les bactéries telles qu’Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. Plusieurs recherches ont prouvé que ’efficacité de 1’extrait éthanolique étre
forte contre les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif.

L’interaction des composés phénoliques de la propolis avec d'autres composés tels que la
pinocembrine, la galangine et la pinobanksine donne a la propolis son mode d’action. La propolis agit
en tant qu’agent bactéricide par blocage de la division cellulaire, désorganisation du cytoplasme ou
par une inhibition de la synthése protéique (ANJUM et al., 2018).

2. Activité antifongique

La propolis applique une activité fongicide contre les germes appartenant au genre Candida, et
aussi contre les champignons de type Aspergillus et Microsporum (Ozcan, 2004), ainsi que contre les
levures (Dalben-Dota et al, 2010).

3. Activité antivirale

L’activité de La propolis contre les virus représentée dans 1’inhibition de la pénétration du virus
dans les cellules, cette inhibition conduit a la perturbation de la réplication virale et la destruction
d’acide nucléique avant ou aprés sa libération dans les cellules (ANJUM et al., 2018).

4. Activité antioxydant et anti radicalaire

Les composeés antioxydants existant dans la propolis sont nombreux :
Vitamine C et E et des polyphénols. Les études ont montré que I’activité antioxydante de la propolis
était positivement corrélée avec son contenu en polyphénols. De ce fait, la propolis de peupliers plus
riche en polyphénols posséde un potentiel antioxydant supérieur a celui de la propolis verte du Brésil
par exemple (Kumazawa et al., 2004).
5. Activité antitumorale

Des études montrent que la propolis a des effets anti tumoraux a partir de ces composant tels que
l'ester phénéthylique de I'acide caféique (CAPE) et l'artépilline C, elles est impliqués dans ’arrét du
cycle cellulaire, I’inhibition des métalloprotéinases matricielles, I’effet anti-angiogenese et inhibent
aussi le transfert de maladies d’une partie du corps a une autre. Il est capable d’arréter par la propolis
la synthése de I’ADN dans les cellules tumorales grace a sa propriété de causer le vieillissement des
cellules tumorales et posséde la capacité de mettre en action les globules blancs pour générer les

agents capables de réguler la fonction des cellules tueuses naturelles (ANJUM et al., 2018).
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6. L’effet anti-inflammatoire

La propolis a un effet anti-inflammatoire est dose-dépendant d’un mécanisme est proche de celui
de I’aspirine. Ce sont les flavonoides qui jouent le réle principal dans I’inflammation suite a leur
capacité d’inhiber I’action de protéines kinases (protéine kinase C ou encore protéine tyrosine kinase).
Alors, ils inhibent la prolifération des lymphocytes T et B, ainsi que la synthése des prostaglandines
(Borrelli et al, 2002).
7. Effets contre les affections bucco-dentaires

Parmi les avantages de la propolis la désinfection et la cicatrisation qu’on peut exploiter dans le
traitement des aphtes, I’assainir de la cavité buccale. Elle a un effet préventif sur les germes

responsables des caries dentaires et permet de calmer I’inflammation de la gencive (Eon, 2011).
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1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques nommes des espéces réactives de I’oxygene (ERO).
Ils sont trouvés neutres ou chargées instables, ils provoquent les réactions d’oxydation pour gagner
des électrons et devient stable c’est pour ¢a les réactions d’oxydation sont tres rapides et se propagent
en cascade (Rolland 2004).

2. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances (petites molécules ou systéemes complexes) inhibent
I’oxydation des molécules, généralement ces molécules sont des bio-macromolécules comme les
lipides, les protéines, I’ADN, donc les antioxydants fournent des protons et des électrons aux radicaux
libres et empéchent I’oxydation (Avan et al. 2016).

Afin d’éviter un état de stress oxydant, la production physiologique d’ERO est régulée par des
systémes de défense composée d’enzymes (superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion
peroxydases (GPx), couple thiorédoxine/thiorédoxine réductase, hemeoxygénase, peroxyrédoxine...),
de molécules antioxydantes de petite taille (caroténoides, vitamines C et E, glutathion, acide urique,
bilirubine, acide lipoique, ubiquinone, ...) et de protéines (transferrine, ferritine, céruléoplasmine) qui
maintiennent les métaux de transition dans un état inactif pour la formation d’ERO (Pincemail et
al.2002).

3. Mécanisme d’action antioxydante des polyphénols
La particularité structurale donne a la fonction phénol un caractére plus acide que les autres
groupements alcools : elle perd facilement un proton H+ pour former I’ion phénoxy. La perte d’un
hydrogene (proton et €lectron) engendre la formation d’un radical fortement stable. C’est cette
réactivité chimique qui confere aux composeés phénoliques leur caractére antioxydant (Bellebcir
2008).
Les principaux mécanismes de I’activité antioxydante des polyphénols sont :
-Le piégeage direct des EOR ;
-L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des traces métalliques
responsables de la production des espéres réactives de 1’oxygene ;
-La protection des systéemes de défense antioxydants (Achat 2013).
1.1. Piégeage des radicaux libres

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur capacité a piéger
les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OHe), anions superoxydes (O2e-) et radicaux

peroxylipidiques, selon la réaction suivante) (figure 7) (Ghedira 2005) :
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Flavonoide (OH) + R.—— flavonoide (O.) + RH

H
+ A-H——> O,N N—N + AT

VIOLET JAUNE

Figure 7 : piégeage des radicaux libres

1.2.Inhibition enzymatique

Il y a plusieurs phénomeénes d’interaction polyphenols-proteines ont été étudiés in vitro, parmi
ces phénomenes le cas des flavonoides qu’ils réagissent comme une inhibition d’une grande variété
d’enzymes, modulation du fonctionnement de divers récepteurs ainsi que du processus de
transcription de certains géne (par interaction dans le cytosol avec les facteurs de transcription ou
certains précurseurs) (Havsteen, 2002).

L’inhibition de la production des EOR par les polyphénols particulierement les flavonoides est
bien illustrée par le cas de la xanthine oxydase ou elle considérée comme une source biologique de
radical superoxyde. Les flavonoides peuvent agir sur 1’activité de la xanthine oxydase en réduisant a
la fois les concentrations de I’acide urique et celles du radical superoxyde dans les tissus humains

(Hanasaki et al., 1994).
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Le but de ce travail est I’évaluation de 1’activité antioxydante de 1’extrait hydro-éthanolique d’un
échantillon de la propolis récoltée de la région du Tlemcen, le travail a été réalisé dans le laboratoire
de biochimie de la faculté de la science de la nature et la vie et de la terre a 1’université de Ghardaia,
durant la periode comprise entre fin mars et début juin de 1’année universitaire 2022.

1. Materiel
1.1. Le matériel biologique

L’échantillant de la propolis utilisée dans ce travail a été récolté de la région du Tlemcen, mois de
février, elle est de couleur brune, et d’un gout amer, elle a conservé a 1’obscurité et dans une
température ambiante.

2. Méthodes
2.1. L’extraction hydro-éthanolique de la propolis

L’extraction a 1’éthanol est la méthode la plus simple pour extraire la propolis, les composés
phénoliques présentent dans la propolis ont été extraite selon la méthode décrite par Krell (1996)
avec quelques modifications. La propolis a été solubilisée dans une solution hydro-alcoolique a 80%
permettant 1'extraction concomitante des composés solubles dans 1’alcool et dans 1’eau. Une prise
d’essai de 20 g de propolis dans 200 mL d'éthanol - eau 80/20, avec une agitation manuelle simple.
Apres une période d’incubation de 7 jours a température ambiante a 1’abri de la lumiére, le mélange
est filtré par un papier filtre et conserve a 4°C.

L’extrait hydro-éthanolique a éteé concentré a 40°C dans un évaporateur rotatif de type Heidolph.
Ensuite, I’extrait a été conservé a I’obscurité au réfrigérateur jusqu’a I’utilisation
2.2. Rendement :

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est exprimé
en pourcentage par rapport a la masse initiale de la propolis brute. Il est exprimé en pourcentage selon
la formule suivante :

-Rendement d’extraction = (Pf/ P°) x 100
Ou : Pf: poids de I’extrait aprés 1’évaporation du solvant (g)
P° : poids de la prise d’essai (g)
2.3. Evaluation de I’activité antioxydante
2.3.1. Test anti-radicalaire par le dosage au 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)
2.3.1.1. Principe
Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence des molécules dites
antioxydantes afin de mesurer leur capacité a le réduire. La forme réduite (diphénylpicryl-hydrazine
de couleur jaune) n’absorbe plus a 515 nm, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance

(Sanchez-Moreno, 2002).
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2.3.1.2. Mode opératoire :

Selon le protocole décrit par (Mansouri et al., 2005). La solution de DPPH est préparée par
solubilisation de 2.4 mg de DPPH dans 100 ml d’éthanol (6x10—5M). 50 ul des solutions d’extraits
ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 ul de solution éthanolique de DPPH, le mélange est
laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au controle contenant la solution de
DPPH et d’éthanol est mesurée a 517 nm.

Le contrdle positif est représenté par 1’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les
mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration. L’activité antiradicalaire est

estimée selon 1’équation ci-dessous :

; Abs controle — Abs échantillon
Activité antiradicalaire (%) = T X 100

Les valeurs de ’EC50 ont été déterminées graphiquement par régression linéaire.

Les concentrations d’extrait de la propolis et I’acide ascorbique utilise sont (0.01- 0.02- 0.03- 0.04-
0.05- 0.06- 0.1- 0.2 — 0.3- 0.4- 0.5- 0.6) (mg/ml).
2.3.1.3. Test anti-radicalaire par la méthode de réduction d’ABTS* (acide 2,2-azino-bis-
3ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)
Principe
Le radical cation (ABTS™) est généré en mélangeant une solution d’ABTS (7 mM) avec une solution
aqueuse de persulfate de potassium (2,45 mM) et en laissant le mélange se maintenir dans I'obscurité

a température ambiante pendant 12 heures avant utilisation (figure 8).

| Poatssium Persulfate

1e-
ABTS Z - \BTS+

o8 . 1 .e- 3 7°

Chp$10 ? Ineest eqai

"ANTIOXIDANT" L o E J

Figure 8 : Processus de réduction du radical ABTS*+ en ABTS en présence d’un antioxydant.
(RE et al., 1999).
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Ensuite, la solution ABTS™ a été diluée avec I'éthanol de facon a obtenir une absorbance de 0.70
(£ 0.02) a 734 nm et laissée pendant 30 min. Un volume de 0.2 mL d’extrait de la propolis, a des
concentrations différentes (0 - 0.01- 0.02 - 0.03- 0.04 - 0.05 - 0.06 mg / mL), ont été ajoutés a 2 mL
de la solution ABTS". Aprés avoir réagir pendant 6 minutes a température ambiante, I'absorbance est
immédiatement mesurée a 734 nm. L’acide ascorbique a était utilisé comme témoin positif avec les

mémes concentrations que les extraits (RE et al., 1999).

-Le pourcentage (%) de piégeage du radical ABTS" s’exprime par 1’équation suivante :

Abs controle — Abs échantillon

Piégeage d ABTS" (%) = Abs conbole
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Le resultat du rendement de cette extraction (effectuer sur une quantité de 40g de propolis brute)
est 37.09% se qui représente 14.84g.
Ce résultat est proche de ceux obtenus par (SILVA et al., 2006) sur la propolis brésilienne, ou des
taux allant de 40.70% & 73.90% ont été enregistré pour 1’éthanol a 70%.
Les différences entre les rendements d’extraction et les concentrations sont liées aux caractéristiques
de la propolis brute influencées par, la saison de récolte, les espéces d’abeilles et la flore régionale
(POPOVA et al., 2010), ainsi que le solvant utilisé lors de 1’extraction.
2. L’évaluation de P’activité anti radicalaire
2.1. Evaluation de I’activité anti radicalaire par DPPH

Les résultats concernant 1’activité antiradicalaire (test au DPPH) des extraits éthanoliques de la
propolis sont exprimés en mg/mL par la concentration inhibitrice & 50% (ICso). Cette derniere
correspond a la concentration des polyphénols nécessaire pour inhiber ou réduire 50% de la
concentration initiale du DPPH.

Les ICso sont calculés a partir de 1’équation de régression linéaire des pourcentages d’inhibition

en fonction de la concentration des composés phénoliques présents dans 1’extrait et les résultats sont
dans le tableau suivant :

- Tableau 11 : les valeurs d’IC50 obtenu par le teste du DPPH

L’échantillon doser
DPPH + acide ascorbique DPPH + I’extrait de la propolis

La valeur d’IC50 (mg/ml)

0.18 mg/ml 0.23 mg/ml

D'aprés les résultats du tableau, nous avons remarque que I'lC50 de I'acide ascorbique (0,18 mg/ml)
était inférieure a celle de notre extrait (0,23 mg/ml), lorsque nous avons comparé nos résultats avec
ceux de Tigzirt et Azeffoune (Tizi-Ouzou) Trouvé par Fouchal et Laksari, 2019 qui est 0,019 et 0,27
mg/mL, respectivement. Nous avons constaté que notre travail a documenté des resultats 1C50
inférieurs aux résultats du marquage de la propolis d'Azeffoune et supérieurs aux résultats du
marquage de la propolis de Tigzirt, donc le pouvoire anti-radicalaire de notre propolis est moins
importante que celle de Tigzirt et meilleure d'Azeffoune. Cette différence dépend de la composition
chimique de I'extrait de propolis et de son origine botanique, du climat environnemental et du type

de solvant utilisé dans I'extraction.
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2.2. Evaluation de P’activité anti radicalaire par ABTS (2,2-azini-bis-3 ethylbenzothiazoline-6-
sulfonate)

Le test de décoloration du radical cationique A* - dont le spectre d’absorption maximal est & 734
nm est souvent utilisé pour évaluer la capacité de I’extrait a donner un atome d’hydrogeéne ou un
électron, et par conséquent exhiber une activité anti radicalaire (RE et al., 1999).

La valeur ICso désigne la concentration en polyphénols nécessaire pour inhiber 50% du radical A* -
elle est calculée a partir de I’équation de régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction
de la concentration des composés phénoliques testés. Les résultats obtenus lors du test de mesure de
pourcentage d’inhibition du radical ABTS + sont enregistrés dans le tableau 3 :

-Tableau 111 : les valeurs IC50 obtenu par le teste d’ABTS

L’échantillon doser Acide ascorbique + ABTS™ - L’extrait de la propolis + ABTS* -

La valeur d’IC50 (mg/ml) 0.014 mg/ml 0.027 mg/ml

D’apres le tableau 3, la valeur d’ICso de L’extrait de la propolis (0,027mg/ml) est éleve par rapport
a la valeur d’ICs0 de 1’acide ascorbique (0,014mg/ml ), et lorsqu’on compare notre résultats (IC50 de
la propolis du Tlemcen) avec la valeur d’IC50 de la propolis marocaine (0,016 mg/ml) obtenu par
EL GHENDOUZ et al., (2017), on trouve que la valeur d’IC50 la plus basse est marquée par la
propolis marocaine, donc ’activité anti-radicalaire de la propolis du Tlemcen est moins importante a

celle de I’acide ascorbique et la propolis marocaine.
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Conclusion

Ce travail est réalisé dans le but d’évaluer I’activité antioxydante de 1’extrait hydro-éthanolique de

la propolis récoltée de la région du Tlemcen.

Le solvant utilisé pour I’extraction est la solution hydro-éthanolique (éthanol 80%), le rendement
de cette extraction est 37.09%, ce résultat dépend de la composition chimique de la propolis qui

dépend lui aussi de I’origine, de la végétation et du climat.

L’évaluation de I’activité antioxydante de la propolis est effectuée par I’étude de son activité anti—
radicalaire par deux test (DPPH/ABTS), elle a marqué des résultats d’IC50 acceptables de 1’ordre de
0.23mg/ml pour le teste du DPPH, et 0.027mg/ml pour le teste d’ABTS.

En perspectives, les études expérimentales sur les substances tel que la propolis sont trés

importantes pour évaluer leurs activités biologiques et détecter leurs effets thérapeutiques pour le but

de les utiliser comme traitement naturels au lieu des traitement artificiel néfastes.
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