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Résumé
Le stress oxydatif est un processus qui se produit dans le corps lorsque les radicaux libres endommagent
les cellules et les tissus. Il existe une étendue de choix d'options et d'approches dans le domaine des
thérapies alternatives a titre de 1’Apithérapie. La propolis est un produit de la ruche composée de
polyphénols ayant un rdle protecteur contre le stress oxydant. L'objectif de notre étude consiste a
déterminer les caractérisations et I'évaluation de I'activité antioxydante de trois variétés de propolis
Algérienne (Tipaza, kheireddine, Ain Nouissy) par la détermination du rendement d’extraction de la
propolis, les analyses physicochimiques, Les analyses qualitatives a fin déterminer la présence ou
I’absence des meétabolites secondaires. Les dosages quantitatifs des métabolites secondaires
(polyphénol, flavonoides, tanins), L'analyse du spectre FT-IR et I'évaluation de l'activité antioxydante
par trois méthodes (le Test de piégeage du radical libre DPPH, Le Test de réduction de fer FRAP et le
Test de piégeage du radical libre ABTS). L'analyse des résultats des parametres physico-chimiques a
montré que la propolis des trois variétés étudies répond aux normes internationales, la présence des
métabolites secondaires des trois extraits a été indiqué par l'analyse phytochimiques , des groupes
hydroxyles phénoliques OH , des groupes carbonyles C=0 , des groupes amides N-H ,ces groupements
fonctionnelles ont étaient détecté par le spectre FT-IR , la richesse en polyphénols des trois extraits
détermine une forte activité antioxydante .en conclure que la propolis des trois variétés étudié a une

activité antioxydante .

Mots clés : propolis, stress oxydatif, I'analyse du spectre FT-IR, activité antioxydante.



Abstract

Oxidative stress is a process that occurs in the body when free radicals damage cells and tissues. There is a
wide range of options and approaches in the field of alternative therapies, such as Apitherapy. Propolis is a
bee product composed of polyphenols that have a protective role against oxidative stress. The objective of
our study is to determine the characterizations and evaluation of the antioxidant activity of three varieties of
propolis (Tipaza, Khereddine, Ain Nouissy) by determining the propolis extraction yield, physicochemical
analyses, qualitative analyses to determine the presence or absence of secondary metabolites, quantitative
measurement of secondary metabolites, FT-IR spectrum analysis, and evaluation of antioxidant activity
using three methods (DPPH free radical scavenging assay, FRAP iron reduction assay, and ABTS free
radical scavenging assay). The analysis of the physicochemical parameters' results showed that the propolis
from the three studied varieties meets international standards. The presence of secondary metabolites
(polyphenols, flavonoids, tannins) in all three extracts was indicated by phytochemical analysis, and
functional groups such as phenolic hydroxyl groups (OH), carbonyl groups (C=0), and amide groups (N-
H) were detected by FT-IR spectrum analysis. The high polyphenol content in all three extracts indicates
strong antioxidant activity. In conclusion, the propolis from the three studied varieties exhibits antioxidant

activity.

Keywords : propolis, oxidative stress, FT-IR spectrum, antioxidant activity.



uetia

el 3aa ¢ Slak) 60 3l Gadl g s sall (e Ailie £ il O 3auSI Sliaall Lliill api g (ailiad aaat Al jall a3 (e Cargd) Jiady
LSl e sl asa s vanl Lo gil) Ul dilasl g Al 5l LI 5 ¢l g2 9 ) 21 DA 353 50 2385 IR (e (st e
52083 Slaall LaLsil) apiy FT-IR b sty o(Clina ol 5 8 Ayl i LS ja) A gl LS jall oS sl 5 oy )
(ABTS &all 53l A1) jlasl s (FRAP sxaall JI V) Ul «(DPPH s_oall ) siadl 411 5) jladl) (3 ks SO alasiuly

ol s WS Adsall ulaad) L siog A s adl BN £ 5V e pad sl O Al Al 3l ulaall Qs il ekl
JeS 50l Gle sane Jie Aida 5 e gane o aISH o35 AN Clialiiuall aea (B 450 LS je 25 o Ay gall ALl
LS ) e el 5 ginall iy FT-IR s alaaiuly (N-H) 2! e sanas ¢(C=0) s S e sana s (OH) 4l sudl
Slme Ualis Gy paal) AGN ¢ Y1 (e Gl g gl pelal AadAS; (o8 5080 dlime Lalis ) cllaliiudl gen b A4 i)
BausU

32083 sliaall Ll (FT-IR sk dalas sl algal) ¢ ul g1 5 pall rdpalisall il



LISTE DES FIGURES

Figure 01 : Grille en plastique souple ou sera récoltée la propolis ..........ccccovvereieiicicnnnniene 6
Figure 02 : Composition chimique de 1a Propolis .........ccceieieiininiiiieeee e 8
Figure 03 : Bilande I'état d'OXYdation ...........ccoiiiiiinieniiiee e 12
Figure 04 : Production des radicauX lBres ... 15
Figure 05 : Mécanisme biochimique en chaine de la peroxydation d'acides gras polyinsaturés

et nature des Produits TOMMES).........oiieii it 16
Figure 06 : Lessources des antioXYdantS .........ccccvveieeiioieeiieie e et e e 17
Figure 07 : Mécanisme de défense antioxydant et leurs Sites d'actions..........c.ccvreeerencerrereenenennn. 19

Figure 08 :
Figure 09 :
Figure 10 :

Figure 11

Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :

Figure 18

Figure 19:
Figure 20 :

Figure 21

Figure 22 :

Figure 23

Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27 :

Localisation géographique de la wilaya de Tipaza et de Mostaganem - Algérie . 23

EtapeSs d'eXIraCION .......oviiiieiiieii e 25
L'évaporateur rotatif.............ccoviieiicie e 25
: Appareil de mesure (PH MELIe).......coveiiiiie i 26
SPECLIE FTIR-ATR ot 12
Meécanisme du Réduction du radical DPPH.............cccccoiiiiiniiiincceeeee, 34
Mise en évidence d'extrait de Tipaza (PL) .......ccccecvivieiieii e, 40
Mise en évidence d'extrait de kheiredding(P2).........ccccvvevviieiiciiiece e 40
Mise en évidence d'extrait de AiN-NOUISSY(P3) .......ccceovveiieieiiciiece e 41
Courbe d'étalonnage d'acide galliqUe...........ccccveieiiiiiciececce e 42
: Taux des polyphénols totaux des trois variétés P1, P2, P3........ccccocoveveiiiiicnnnenn 42
Courbe d'étalonnage de QUEICATINE..........cueieiirerieie e 43
Taux des flavonoides totaux des trois variétés P1, P2, P3.........ccccccoviiniicniennn 44
: Taux des tanins condenseé des trois variétés P1, P2, P3......coccooieiieiiciie e 45
Courbe d'étalonnage CatEChiNg ...........ooiiiiiiii e 45
: Courbe d'étalonnage d'acide tanNIQUE .........cccooveiiriiininiee e 46
Taux des tanins hydrolysables des trois variétés P1, P2, P3.........ccccccoocviveiviiinnnnnn 47
Courbe d'étalonnage de MAaltOSE ..........ccooeeiriiiiiieie e 48
Taux des sucres totaux des trois varietés P1, P2, P3........cccccoreiiiiiininineee, 48
Spectre ATR FTRIA'@XIrait PL........ccoiviieiieiieic e 49



Figure 28 : Spectre ATR FTIR d'eXEralt P2.......coooiiiiiiiiieieee e 51

Figure 29

Figure 30 :
Figure 31 :
Figure 32 :
Figure 33 :
Figure 34 :
Figure 35 :
Figure 36 :
Figure 37 :

s Spectre ATR FTIR d'extrait P3 ..o 53
Courbe d'étalonnage d'acide ascorbiqUe ...........ccoerririiiiniiic e, 56
Taux d'inhibition du radical DPPH par les trois variétés P1, P2, P3..........cccocn..... 56
Disparition du radical DPPH variation de la couleur violette autransparent........... 57
Courbe d'étalonnage de FESO4.TH20 ........cooiieiiiieiecce e 58
Taux d'inhibition FRAP par les trois extraits P1, P2, P3........ccccoviviiiiniieiien, 58
Courbe d'étalonnage de TrolOX ........ccueiieiuiiieiiciecece e 59
Taux d'inhibition du radical ABTS*+ par les trois extraits P1, P2, P3 ................... 60
Disparition du radical ABTS*+ (variation de la couleur)..........ccccocevvviieniveneiinnnn, 60



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 01 : Les différentes types de Propolis .........ccoeeeerernineneneese e 5
Tableau 02 : Utilisation des antioXYdantS ...........covieeiiieriiine i 21
Tableau 03 : Codes des VAri€teS PrOPOSES ......cciuervririrterieiirte et sb e 22
Tableau 04 : Les échantillons de 1a propolis tUIEs. ..o 24
Tableau 05 : Rendements des extraits hydro-éthanolique des trois variéteés ..o 36
Tableau 06 : Détermination de la valeur du pH destrois variétés de la propolis ............cc........ 36
Tableau 07 : L'indication d'humidité des trois variétés de la propolis..........cccccovvverernirerinncnn 36
Tableau 08 : La conductance électrique des trois variétés de la propolis..........cc.cocevvrvrerennne 37
Tableau 09 : L’Indication de I'absorbance des trois extraits de la propolis...........c.ccocevvvvienne. 37
Tableau 10 : Détermination HMF en mg/kg des trois Varietés ..........cocooverernenenninc e 37
Tableau 11 : Détermination d'acidité libre des trois eXtraits ..........ccoovevererenenenisiseseeens 38
Tableau 12 : Screening phytochimique des extraits de propoliS..........cccvcvevviieiieniesin e 39
Tableau 13 : Teneur en PolyPhENOIS tOLAUX.........ccvervririiiieieie e 41
Tableau 14 : Teneur en flavon0ides tOTAUX ..........ceveerieiierieie e 43
Tableau 15 : Teneur en taning CONAENSES tOTAUX ......ccvveververieiieiiesesieieie et 44
Tableau 16 : Teneur entanins hydrolysables totauX...........c.cccvvveieeieiie v 46
Tableau 17 : Teneur totale en sucres totaux dans les trois eXtraitS ..........ccoceveverieiiiinieriennenn, 47
Tableau 18 : Structure Chimique d'extrait PL.........ccccooviiiiiicieiieceee e 50
Tableau 19 : Structure chimique d'eXtrait P2 ..........cccccooviiiieiiiicceee e 52
Tableau 20 : Structure chimique d'exXtrait P3 .........cccccooiviiiiiiiiicce e 54
Tableau 21 : Valeurs d'IC50 du radical DPPH des trois extraits et de la référence .................. 55
Tableau 22 : Teneur en activité antioxydante des trois extraits.............ccccoeveeveeieeresieseesnene 57
Tableau 23 : Les valeurs d'IC50 du radical ABTS des trois extraits et de la référence............. 59



LISTES DES ABREVIATIONS

Abs : Absorbance.

AICI3 : chlorure d’aluminium.

C4H603 : I’anhydride acétique.

CsFeKuNe : d’hexacyanoferrate de potassium.

C150% : Concentration inhibitrice. CO : monoxyde de carbone.

EAG : Equivalent acide gallique. EAT : Acide tanique.

EC : Equivalent catéchine. EMA : Equivalent maltose. EQ : Equivalent quercétine. FCR : réactif de
Folin-Ciocalteu FeCI3 : Chlorure ferrique.

FRAP : Pouvoir antioxydant réducteur ferrique HCL : acide chlorhydrique.

HE : hydro-éthanolique.

HMF : Hydroxy-méethyl furfural.

P1: Tipaza.

P2 : Kheireddine.

P3: Ain Nouissy.

Pr : propolis.

TFT : Teneur en Flavonoides totaux.

TPT : Teneur en polyphénols totaux.

TTC : Teneur en tanins condensés.

TTH : Teneur en tanins hydrolysables.

TPTZ:2,4,6-Tris (2-pyridyl) -s-triazine.

ABTS : L'acide 2,2'-azino-bis (3- éthylbenzothiazoline-6-sulphonique). AD : acidité libre.
DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ; a, adiphényl-B-picrylhydrazyle. EAA : Acide ascorbique.



TABLES DES MATIERES
-RESUME.

- LISTE DES TABLEAUX.
- LISTE DES FIGURES.

- LISTE DES ABREVIATIONS.

- INTRODUCTION GENERALE ..ottt 01

1" PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I : propolis.

L1 GENETALITES ......veeveeiecie ettt sttt se e s et et e aesbeereereeneeneeneenee s 3
1.2, LeSProduis de Ta TUCKNE. ..........oiiieee e 3
1.3. GENEraliteSSUr [a ProPOliS .......coveuiiiiiiiieie e 4
1.4. DETINItION de 18 PrOPOIIS. ... c.civiieiieiiieee e 4
1.5, TYPES A8 PrOPONIS ...ttt 5
1.6. Les methodes de récolte de 1a propolis ........oovevieieiriiineiieeece e, 6
3 1V =11 T o L= S PRSPSPSR 6
A |V =1 1 T o L= I SRS 7
1.7. Les méthodes d’extraction de 1a PropoliS..........cccceveiriiiniiiencs e, 7
1.8. Proprietés physico-chimiques de 1a propolis.........coccvevreeiieneieeseese e, 7
1.9. Composition chimique de [a PropoliS..........ccueieeiiiieii e 8
1.10. Propri€tés DIOIOGIGUES........ccueeiiieiecie sttt sre e 9
1101 ACtIVItE antiOXYAANTE .....oveiiieiieeiecie et 9
1102 Activité anti INFlammatOire..........ccoceieieii e 9
1103 ACLIVItE anti MICTODIENNE .....c.eeiiiiiie e 9
1104, ACLIVITE @NTI VIFAL .....oveiieiiie e 10
1105, ACHIVItE anti TONQIGUE ......ccviiieieiecie et 10
1106, ACLIVITE QNLI CANCET ..ottt 10

CHAPITRE II : stress oxydant.

L1 L OXYAALIOMN. ...ttt 11
112. GENEralités Sur 1e StreSS OXYAANT ............covveiiiiiii e 11
113, DEFINITION ...ttt et e et e ste et e e renne e s eneeneas 12
[14. Origing du StreSS OXYUANT ......ccvviiiiieiie et sra e e srae s 12

141 Stress 0Xydant ENJOGENE .....cc.coviiuieiiiiiccieece ettt sae e nne s 12



142, Stress OXYAANt EXOQGENE ....cc.eieiiiirieierieieiesie st see e sbe e sre s eseeneeeenees 13

115, LS ratiCauX lDIES ......ccuiiiiieeee e 13
[16. Les sources des radiCauXx lBreS........ccoviiiiiiiiiiiiee e 14

161, SOUICES ENUOYENES ...evveeeieteeieetie e este et e e et e steesteeeesseesteeteaneesreetesnaesneenseaneesreas 14

[162.  SOUICES EXOQEINES ....vveuveeriereesteaseesseesteaseesseesseassesseesseaseessesaseeseaseesseessesssesseessesssesses 14
11.7. Production des radicauX lDIeS ... 14
118. Mécanisme d’action des radicauX HDIeS ..........cccoveiiiiiiiiiiii 15
119. Cibles des radicaux libres et conséquences du stress oxydatif............ccccocevvieiieeieiiennn, 16

CHAPITRE 111 : les antioxydants.

HEL  DATINITION Lottt 17
[11.2. Classification desantioXYdANTS. .........cciiriiieieiieriese et 17
1.3, Systéme antioxydant endogene eNZYMatiQUE..........cceoueererenieerenenese e 18
31 Systéme antioxydant endogéne NON eNZYMALIQUE ........ccovrererereeeruerererererereeieeeneneenens 18
1132, Systeme antioXydant EXOGENE ........ccerveirierieierereiee e 18
4. L’origine des antioOXYAANTS ........oceiiiiiiiiiieieiese e 19
41 Lesantioxydants d’origine SYNthELIQUE ........ccoovrvreeireiririrreee e 19
42 Lesantioxydants d’origine NAtUrElle ... 19
11.4.2.1. Produits de [a TUCNE ........ooiiiiiee e 20
N5, Utilisations des antioXYOdANTS ...........ooeiiiiiiiieieiese e 21

2EME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE.
. MATERIELET METHODES

1.1. Provenance et récolte de 1a propolis EtUI€............cceovieiiiiniienccee e 22
7 1 - o [ ) o S STTSSSRRS 24
1.3. Préparations des extraiteS DrULES ...........ccoiiiiiiiiie e 24
14. Analyse PRYSICOCNTMIQUE..........oiviiiiiiiiiieee e 26
[41 IMIESUIE A PH ..ttt 26
142, Teneur eneau (NUMITITE) ........ccoiiiiiiiiiee e 26
7 R oo To [0 Tod £ Y 1 (USSR 27
727 R 1 o T ) o Y 1 Lot SRR 27
145. Hydroxy-méthyl-furfural (HMF) ... 27
146, Lacidite HIE ....oooveiiie e 28
15. Analyses phytochimiques qualitatives (Screening phytochimique)...........cccoevveiveieeieieenas 28
1.6. ANAIYSES QUANTITATIVES ....evvi ettt re e sareebe e aee s 29
161 Détermination de la teneur en phénols totauX (TPT) .....cccovveieeiiiie i 29

162. Détermination de la teneur en flavonoides totauX (TFT).....cccccevvvveriiiiiniinieerieninnnn, 30



163. Détermination de la teneur entanins condense (TTT) ...cocveveeveeveeveeresee e 30

164. Détermination destanins hydrolysables (TTH) .......cccooeveiiieiniseieee e 31
165. Deétermination des SUCTES TOTAUX .........ceereeueiririeirisieesisiee sttt 31
1.7. Lestechniques d’analyse et d’identification StrUCLUIale .............ccccovvirinirnceiiirss 32
171 Spectroscopie IRTF detransmission/abSOrptioN..........cococoreerireerinisenisseesseeseas 32
1.8. Evaluation de I’activité antioXYANTE .........ccccereiririnireieese e 33
181 Test de piégeage du radical libre 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH).................. 33
182. Méthode de réduction du fer-FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power .............. 34
183. Méthode de piégeage du radical libre ABTS L'acide 2,2'-azino-bis
(3éthylbenzothiazoling-6-SUIPRONIQUE ..........ooeiiiiiiiiee e 35

Il RESULTATS ET DISCUSSION.

I i - Tod T o S TSRURRRI 36
[1.1.2. ReNdeMENt d’eXtracCtiOn.........covuieiuieiieeiiieiieesieeste e s e e te e e s teesteeebeesreeebeesneeene e 36
112, Analyse PhySICOCNIMIGUE .....c.c.oviiiiecieirineeie e 36
21 MESUIE 0B PH ...ttt 36
1122, Teneur eneau (NUMITITE) ........ccciiririririeeeee e 36
1123, CONAUCTIVITE ...ttt e et s be e sbeeeesae e beenbeeneesre s 37
124, L abSOIDANCE . .eciivviiiie ittt e e e e e e st e e e s e e e e e e e 37
1125, HMF (hydroxy-méthyl-furfural) .............cccooeinne e 37
2 T A Tod Ta T E T 1] o] =SSO TRRPPSPROPROS 38
1.3, Analyses qualitatives (Screening phytoChIMIQUE) ........c.cuvurriiieininrnreceeeesseeeeiseseseenes 38
[1.4. ANAIYSES QUANTITALIVES .........cuiuiiiieeieieesiseseeseie ettt 41
141 Détermination de la teneur enphénols totauX (TPT) ...cceveireieneincieeereeeeee, 41
l142. Détermination de la teneur en flavonoides totauX (TFT) ......cvveeeeeieienenrrireeceenee. 43
1143, Détermination de la teneur entanins condenseés (TTC).....covvurrreerenerererereieeenenens 44
l144. Détermination de la teneur entanins hydrolysables (TTH)......ccccoceoviiiiiiniiennene, 46
[145. DOSAgE UES SUCTES TOTAUX .....veuviviitiriieieesieieie sttt st 47
[15. SPECtroSCOPIE FTIR-ATR ..ottt 49
151 Exploration approfondie d’extrait (P1) par spectroscopie FTIR-ATR........ccccccevnenes 49
152, Exploration approfondie d’extrait (P2) par spectroscopie FTIR-ATR.......ccccceovenne 51
1153. Exploration approfondie d’extrait (P3) par spectroscopie FTIR-ATR ..o 53
116. Evaluation de I”activité antioXYdante..............ceereereereereerrureeresesseseesesesessessessessesseseeneas 55
61 Test de piégeage du radical libre 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)................... 55
162 Test deréduction de fEr FRAP ...t 57

163. Test de piégeage duradical libre ABTS* + ......ccooiiiieiiiiiecececeeee e 59



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .........coiiieteeeeeeeteeeeeeeeeee s e,

ANNEXES.



INTRODUCTION
GENE



Introduction génerale _

Le stress oxydatif est une forme d’agression cellulaire principalement causée par les radicaux
libres, qui sont neutralisés par des antioxydants. Puisque la vitesse de ce phénomene s’accélére
avec 1’age, il est essentiel de maintenir une alimentation équilibrée et un mode de vie sain.

(Sebbar et al., 2023).

Les antioxydants naturels sont des composés qui sont présents dans les aliments ou dans le
corps humain a des trés faibles concentrations, retient, maitrisent ou empéchent les processus
oxydatifs conduisant a une altération de la qualité des aliments ou a I’émergence et a la diffusion
des maladies dégénératives dans I’organisme. Un certain nombre de méthodes et d’activités
sont impliquées dans le processus d’empéchement de 1’oxydation par ces cOmMpPOSés
antioxydants (Shahidi et al., 2015).

L'humanité a bénéficié des produits de la ruche depuis des siécles pour traiter et prévenir
diverses maladies telle que I’oxydation. L'apithérapie a été utilisée comme médecine
complémentaire pour traiter ou protéger le corps humain contre cette pathologie, ayant objectif
de discuter des recherches scientifiques et des essais cliniques portant sur l'utilisation des
produits de la ruche et leur relation avec 1’apithérapie (Weis et al., 2022).

La propolis est une substance visqueuse et collante fabriquée par les abeilles a partir de résines
naturelles, la propolis présente des propriétés biologiques telle que 1’activité antioxydante, vue
qu’elle est riche en flavonoides (Abbasi et al., 2018). Et une activité anti-inflammatoire en
agissant sur le systéme de défense de I’hdte, et prévenir et arréter le développement des
processus inflammatoires (Noriega., 2014), de plus une activité anti cancéreuse par son
potentiel d’induction de 1’apoptose dans les cellules cancéreuses, ce qui est associé par I'arrét
du cycle cellulaire (Machado et al., 2016). (Salem et al., 2020).

Notre recherche repose principalement sur deux partie, la premiere qui est la partie
bibliographique consiste une collecte bibliographique approfondie axée sur 1’identification de
la propolis en tant que produit naturel ainsi que son lien avec le stress oxydatif et son potentiel
en tant que traitement antioxydant, tandis que la deuxiéme partie qui est la partie expérimentale
inclut les différentes expérimentations établies : basées sur 1’extraction de la propolis a 1I’hydro-
¢thanolique a 70%, et I’identification des parameétres physicochimiques telle que le pH, teneur
en eau, conductivité , I’acidité libre, HMF, cependant des tests qualitatifs ont été menés pour
avoir la présence ou I’absence des métabolites secondaires y compris les flavonoides, les tanins,
les terpenes, les alcaloides, ces tests ont été confirmés par des tests quantitatifs dont les

polyphénols, les flavonoides, les tanins condensés et les tanins hydrolysables pour déterminer

1
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La tencur de ces métabolites secondaires, en outre I’analyse du Spectre FT-IR Pour en vue de

déterminer les groupements fonctionnels des échantillons de la propolis étudié, a complétement

Le pouvoir d’antioxydant des extraits qui ont été testés par le test de piégeage du radical libre
2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), de réduction du fer-FRAP (Pouvoir Antioxydant
Réducteur du Fer), et par le tes de piégeage du radical libre ABTS L'acide 2,2'-azino-bis
(3éthylbenzothiazoline-6-sulphonique). Les résultats sont interprétés, concrétisés par une

discussion et une conclusion génerale.
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1.1. Généralités

L'apiculture est une pratique visant a élever des abeilles pour obtenir un rendement maximal
avec des dépenses minimales. En produisant d'essaims, de reines, de cire et de miel,
conformément a la citation d'Edmond About : « Le seul capital éternel, inusable et inépuisable,
c'est la terre ». Cependant, ces produits naturels sont également d'excellentes sources de
composés bioactifs, de macro et de micronutriments, qui conférent a ces sous-produits de
multiples activités biologiques. Ils possédent notamment des propriétés antimicrobiennes,
antioxydantes et anti-inflammatoires (Giampieri et al., 2022). Par conséquent, la propolis a été
proposée comme un nouvel ingrédient potentiel pour les médicaments futurs (Fels et al., 2019).

1.2. Les produits de la ruche

e Gelé royal

La gelée royale est produite par les abeilles nourriciéres, qui sont des adultes ages de 3 a 12
jours, et elle est utilisée comme aliment pour les larves et les reines (Lee et al., 2019 ; Mokaya
et al., 2020). La gelée royale présente des caractéristiques distinctives : elle a une couleur blanc
jaunatre, une odeur acide et piquante, une consistance gélatineuse, et elle contient des particules

non dissoutes de taille variable (Barnutiu et al., 2011).

e Lemiel

Le miel est produit a partir du nectar des plantes ou du miellat sur certaines plantes, et permet
de compenser les carences alimentaires de notre alimentation moderne. Il est également
reconnu pour ses propriétés préventives contre diverses affections, affections et de lutter avec
efficacité contre le stress et la fatigue de notre vie quotidienne. Le miel recueille les propriétés

médicinales des fleurs butinées par les abeilles (Georges de Layens, 2013).

e Lacire

La cire d'abeille est un matériau polyvalent largement utilisé dans de nombreux domaines. Elle
est couramment employée comme agent imperméabilisant, dans la fabrication de bougies et
comme ingrédient dans les onguents, les lubrifiants, les médicaments, les savons et les vernis.
De plus, elle est utilisée dans la fabrication de composants électroniques et de CD, ainsi que
dans des applications telles que le modelage, le moulage, le greffage et la création de peignes
artificiels (Marieke et al., 2005).
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e Lepollen

Le pollen des abeilles est récolté a partir des plantes et transporté vers la ruche sous forme de
charges polliniques. Le pollen est ensuite utilisé comme réserve alimentaire pour I'hiver et est
déposé dans les alvéoles des rayons de miel, ou il subit une fermentation lactique pour produire

du pain d'abeille. Ils sont bactéricides et bactériostatiques (Kurek-Gorecka et al., 2020).

1.3. Généralités sur la propolis

De nombreux produits d'origine naturelle ont la capacité de produire des métabolites qui
peuvent générer des avantages pour I'homme. Cependant, dans de nombreux cas, ces composés
ne peuvent étre extraits que a partir de sources végétales. Les abeilles, quant a elles, jouent un
role essentiel dans la production de divers produits apicoles en utilisant les ressources végétales
de leur environnement, notamment la propolis. La propolis est un produit résineux naturel
produit par les abeilles pour construire et défendre leurs ruches. En fait, le mot "propolis” vient
des mots grecs "pro™ (défense) et "polis” (ville), ce qui signifie littéralement "défense de la
ville" ou "défense de la ruche". Tout au long de I'histoire, différentes cultures ont fait usage de
la propolis. Par exemple, les Egyptiens I'utilisaient pour momifier leurs défunts, les Grecs et les
Romains I'utilisaient comme onguent topique pour le traitement des plaies, des coupures et des
ulcéres, et en Europe de I'Est, son utilisation était courante, d'ou son surnom de "pénicilline
russe”. Il est important de mentionner que la composition chimique de la propolis peut varier
considérablement, en raison de I'origine botanique, des conditions climatiques et édaphiques,
de la saison de récolte et de I'espece d'abeille. Ainsi, on peut observer des différences
significatives dans la composition et les propriétés biologiques de la propolis d'une région a une
autre dans un méme pays, en raison des différentes conditions climatiques qui y prévalent
(Rivera-Yariez, N et al., 2023).

1.4. Définition de la propolis

La propolis est une substance visqueuse et collante fabriquée par les abeilles a partir de résines
naturelles. Les abeilles récoltent cette résine présente sur les bourgeons, les jeunes rameaux et
les blessures de certains arbres et arbustes pour se protéger des attaques de microorganismes et
d'insectes, grace a son effet répulsif. En mélangeant cette résine avec de la cire et des enzymes
sécrétées par leur systeme glandulaire, les abeilles produisent une substance collante connue
sous le nom de propolis La couleur de la propolis peut varier du jaune clair au noir, en passant

par le vert et le brun. (Bogdanov, 2012)
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1.5. Typesde la propolis

Les différents types de propolis se distinguent par leur origine géographique, leur origine

botanique et leurs principaux constituants. (Cardinault, N et al., (2012).

Tableau 01 : Les différentes type de propolis.

Type de propolis

Origine géographique

Origine botanique

Principaux

Constituants

Peuplier Ambrée

a Brune

Europe, Amérique du

Nord, régions non

Populus spp.

Et principalement P.

Flavones, flavanones,

acides phénols et ses

Principalement  B.

dracunculifolia DC.

tropicales de 1'Asie, | nigra L. esters et
Nouvelle-Zélande Sesquiterpénes
Verte du Breésil Zone tropicale duBrésil | Baccharis spp.| Dérivés prénylés de

I’acide coumarique

Acides diterpéniques

Lignanes

Bouleau

Nord de la Russie

Betula verrucosa

Flavones, flavonols,

flavanones et

Sesquiterpenes

Propolis rouge

Cuba, Brésil, Mexique

Dalbergia
ecastophyllum

Isoflavones,
isoflavanes,
flavonoides et

benzophénones

Isoprénylees

Propolis rouge

Cuba, Venezuela

Clusia rosea

Isoflavones,
isoflavanes,
flavonoides et

benzophénones
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Méditerranéenne | Sicile, Gréce, Malte, | Famille des | Acides diterpéniqueset

Créte, Turquie Cupressacea principalement de

Type labdane

Pacifique Zone pacifique | Macaranga tanarius Prényl-flavanones

(Taiwan, Okinawa,

Indonésie)

1.6. Les méthodes de récolte de la propolis
161. Méthode I

Au début de la période de production de propolis, une méthode utilisée consiste a placer des
grilles a propolis (d'une maille de 2,5 mm) au-dessus du corps de la ruche. Ensuite, une hausse
vide, sans cadres, est placée sur le dessus, recouverte de couvre-cadres et du couvercle de la
ruche. Celle-ci est conservée au congélateur pendant 24 heures, ce qui la rend rigide et cassante
(Guermah, 2021 ; Brasil et al., 2022). (Fig.1)

Figure 01 : Grille en plastique souple ou sera récoltée la propolis.
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162. Méthode 11

Au sein du domaine apicole, une méthode innovante appelée "CPI" ou Collecteur de propolis
intelligent est utilisée. Cette méthode implique l'utilisation de planchettes mobiles couvertes
d'un film transparent, qui sont placées sur les parties latérales des ruches. Le film transparent
permet le passage de la lumiére, ce qui stimule les abeilles a boucher les interstices avec de la
propolis. Au fil du temps, les planchettes sont recouvertes de propolis, et il suffit alors de les
récolter. Chaque période de production dure environ un mois et dix jours. Une fois que les
planchettes sont retirées, la propolis est enlevée sous forme de laniéres a l'aide d'un couteau.
La quantité de propolis récoltée de chaque ruche est ensuite pesée, puis enveloppée dans du

papier aluminium et stockée au congélateur. (Guermah 2021).

1.7. Les méthodes d’extraction de lapropolis

L'extraction des composeés bioactifs de la propolis a été réalisée en utilisant divers solvants,
mais I'éthanol est le plus couramment utilisé. Le mélange éthanol/eau (70 :30, v/v) est largement
préféré en raison de son caractere non toxique et de son efficacité pour extraire différents
composés tels que les flavonoides et les polyphénols de la propolis. Cependant, le type du
solvant n'est pas le seul paramétre influencant I'efficacité de I'extraction. D'autres facteurs tels
que latempérature, le temps et les dimensions des particules de propolis sont également connus

pour avoir un impact sur le processus d'extraction (Sawaya et al., 2011 ; Oroian et al., 2020).

Les extraits de propolis sont généralement préparés par macération, mais il a été démontré que
I'extraction assistée par ultrasons donne d'excellents résultats, accélérant considérablement le
processus (Trusheva et al., 2007). De plus, la méthode d'extraction supercritique a également
été appliquée a la propolis, mais elle a généralement donné des rendements d'extraction plus

faibles par rapport auxtechniques conventionnelles (Biscaia et al., 2009 ; Oroian et al., 2020).

1.8. Propriétés physico-chimiques de la propolis

e Lacouleur

La couleur de la propolis peut varier en fonction de la région geographique et de la plante

source depuis qu’elle est récoltée (Anjum et al., 2019 ; Pant et al., 2021).
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e Consistance

La propolis a différentes propriétés physiques. A une température comprise entre 25°C et 45°C

Lorsqu'elle est congelée, elle devient dure et cassante. Au-dela de 45°C, elle devient de plus en

Plus collante et gommeuse. Finalement, la propolis atteint un état liquide entre 60°C et 70°C

(Mamillapalli et al., 2020).

e Point de fusion

Le point de fusion de la propolis se situe généralement entre 60 et 70°C en moyenne, mais il

peut atteindre des températures plus élevées, peut atteindre 100°C (Abbasi et al., 2018).

e Solubilite

La propolis est composée de divers constituants chimiques, ce qui nécessite une extraction
préalable avant son utilisation. Sur le plan commercial, la propolis est extraite a l'aide de
solvants courant tels que I'eau, le méthanol, I'éthanol, le chloroforme, le dichlorométhane,
I'éther et I'acétone., la plupart des composants bactéricides de la propolis sont solubles dans

I'eau ou l'alcool (Cano-Chauca et al., 2005 ; Mamillapalli et al., 2020).

1.9. Composition chimique de la propolis

En générale la propolis est composée, de maniére grossiére de différents constituants : 50% de
résines ; 30% de baumes et cire, 10% d’huiles essentielles et aromatiques, 5% de pollen et 5%
et d’autres substances, telles des morceaux de bois et des fragments d’insectes (Shaheen et al.,
2011 ; Athikomkulchai et al., 2013 ; Nina et al., 2016). (Fig.02

other organic
substances; 5%

pollens; 5%

essential
oils; 10%

plant resins; 50%

Figure 02 : Composition chimique de la propolis (Przybylek et al.,2019)
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1.10. Propriétés biologiques

Les produits de la ruche tels que le miel, la propolis et la gelée royale présentent des propriétés
biologiques qui varient en fonction de leur source botanique et de leur origine géographique. Il
est important de noter qu'ils partagent des composés bioactifs aux effets antimicrobiens,
antioxydants et immun modulateurs significatifs. Ces propriétés sont adaptées pour modifier
les caractéristiques fonctionnelles des biomatériaux utilisés en applications biomédicales. Par
exemple, ces composes peuvent étre transférés a une structure d'échafaudage afin d'en adapter

les propriétés mécaniques, le rendre plus résistant et durable (Rossi et Marrazzo, 2021).

1101 Activité antioxydante

Effectivement, la propolis présente une activité antioxydante importante, qui est parfois méme
plus puissante que celle de la vitamine C. Les flavonoides, et ils jouent un réle essentiel dans
son activité antioxydante. Ces flavonoides constituent une grande partie de la partie résineuse
de la propolis sont responsables de la majeure partie de I'activité antioxydante. (Abbasi et al.,
2018).

1102. Activité anti inflammatoire

La propolis présente une activité anti-inflammatoire en agissant sur le systéme de défense de
I'ndte. Elle exerce des effets inhibiteurs sur l'activité de la myéloperoxydase, de la NADPH-
oxydase, de I'ornithine décarboxylase, de la tyrosine-protéine kinase et de I'hyaluronidase des
mastocytes de cobaye (Martins et al., 2020 ; Touzani et al., 2019 ; Mamillapalli et al., 2020).

De plus, la propolis d'abeille présente d'autres propriétés bénéfiques dans le contexte de la
cicatrisation des plaies. Elle a la capacité d'accélérer positivement I'épithélialisation ; ainsi que
la division cellulaire. Elle peut egalement prévenir et arréter le développement des processus

inflammatoires (Noriega, 2014).

1103. Activité anti microbienne

Il existe de nombreuses activités antimicrobiennes, dont les suivantes : I’activité antibactérienne
de la propolis qui est associée a deux niveaux, le premier elle agir directement sur le
microorganisme en altérant la perméabilité de leur membrane cellulaire, la perturbation du

potentiel membranaire et la production d’adénosine triphosphate (ATP) ainsi qu’une
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diminution de la mobilité bactérienne et ’autre a la stimulation du syst¢tme immunitaire
(Przybylek and Karpinski, 2019). Revue bibliographique Stress oxydant et supplémentation
antioxydante D’autre part, 1’activité antibactérienne de la propolis est plus €levée pour les
bactéries gram positives que pour les bactéries gram négatives (Sforcin, 2016). En ce qui
concerne les champignons ; la propolis présente une activité fongique contre les germes
appartenant au genre Candida, et a également un effet sur d’autres champignons tels que

Aspergillus et Mycrosporum, ainsi que contre les levures (Cardinault et al., 2012).

1.104. Activité anti viral

La propolis présente également un effet antiviral en entravant partiellement 1’entrée du virus
dans les cellules, ce qui affecte les étapes de réplication du cycle viral au sein les cellules et
conduit a la dégradation de I’ARN avant que le virus qu’il ne puisse pénétrer dans les cellules

(Sforcin, 2016).

1105. Activité anti fongique

L'effet toxique des antifongiques existants peut poser un défi majeur dans le traitement actuel.
Cependant des études montrées que la sensibilité de la propolis contre les levures est
comparable a celle du fluconazole et I'itraconazole. De plus la propriété antifongique des
flavonoides et des acides phénoliques de la propolis sur I'Aspergillus favus ils sont capable de

réduire la germination et la production des aflatoxines. (Salem et al., 2020).

1.106. Activité anti cancer

Effectivement La propolis a été étudiée pour son potentiel d’induction de 1’apoptose dans les
cellules cancéreuses, ce qui est associé par l'arrét du cycle cellulaire. Les principaux composants
impliqués dans ce processus sont I'ester phénéthylique de I'acide caféique (CAPE) et la chrysine.
L'induction de I’apoptose par la propolis implique 1’activation de nombreuses protéines, et la
libération du cytochrome ; ce qui conduit a I'activation de cascade des caspases. Par ailleurs ; La

propolis égyptienne présente des effets anti cancer. (Machado et al., 2016 ; Salem et al., 2020)

10
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111 L’oxydation

Les réactions d'oxydation sont une technologie essentielle utilisée pour convertir les
hydrocarbures présents dans les matieres premiéres pétroliéres en produits chimiques ayant un
état d'oxydation plus élevé. Ces procédés d'oxydation a grande échelle utilisent généralement
I'oxygéne moléculaire comme oxydant terminal, car il est généralement le seul oxydant
économiquement viable a cette échelle. L'utilisation de I'oxygene moléculaire permet de réaliser
des réactions d'oxydation a grande échelle de maniere efficace. En revanche, dans la production
de produits chimiques fins, la préférence est toujours donnée aux oxydants classiques. Compte
tenu de la volonté d’obtenir des processus de production plus écologiques, I'utilisation d’Oz,
I’oxydant le plus abondant et le plus vert, est un choix logique. Compte tenu de la richesse
fonctionnelle et de la complexité de la chimie fine, I'obtention d'une sélectivité régio/chimio est
un défi majeur. Cette revue offre un apercu des systémes catalytiques les plus importants
récemment décrits pour l'oxydation aérobie, ainsi que des connaissances actuelles sur leur

mécanisme de réaction. (Sterckx et al., 2019).

112 Généralité sur le stress oxydant

Le stress oxydatif se produit lorsque I'équilibre redox normal est perturbé en raison d'une
production excessive d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS). Les ROS, tels que les radicaux
superoxydes (O+—2), le peroxyde d'hydrogene (H202) et les radicaux hydroxyles (*OH), sont
bien connus pour induire un stress oxydatif. Ces especes réactives peuvent provenir de sources
endogenes, c'est-a-dire de l'intérieur des cellules en raison de perturbations des mécanismes
cellulaires, ou de sources exogeénes, c'est-a-dire de perturbations extérieures telles que

I'exposition a des alcools, a la fumée ou a des polluants.

Les ROS ont la capacité de transférer leur activité d'oxydation aux molécules cellulaires, telles
que les proteines et les lipides, ce qui peut entrainer des changements d'activité ou une perte de
fonction. lls peuvent également causer des dommages aux composants cellulaires tels que les
membranes et I'ADN. Les conséquences du stress oxydatif peuvent étre diverses. Dans certains
cas, il peut declencher des processus cellulaires tels que la mort cellulaire programmée. Dans
des situations extrémes, il peut entrainer une mort cellulaire non programmee. Par ailleurs, le
stress oxydatif est associé a plusieurs maladies, notamment le cancer, la maladie d'Alzheimer,
la maladie de Parkinson, ou il joue un role dans le développement et la progression de ces
pathologies. (Hurbain, J. 2022). (Fig.03)

11
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Métabolisme de 'oxygéne
Mode de vie (tabagisme,
alcool, stress, mangue
d'exercice..) Pollution de
I'environnement (pesticides,
métaux lourds, monoxyde
de carbone)

K / Antioxydants
| |
Stress g I

oxydative

| Oxygéne réactif .
Enzymes antioxydantes
(catalase, peroxydase, etc.)
Antioxydants naturels
(polyphénols, caroténoides,
vitamines)

espéces (ROS)

Figure 03 : Bilan de I'état d'oxydation El Hajj, S. (2022).
113, Définition

Le stress oxydatif est une forme d’agression cellulaire principalement causée par les radicaux
libres, qui peuvent étre neutralisés par des antioxydants. Puisque la vitesse de ce phénoméne
s’accélere avec 1’age, il est essentiel de maintenir une alimentation équilibrée et un mode de

vie sain. (Sebbar et al., 2023).

114. Origines du Stress oxydant

Il ya deux origines du stress oxydatif endogéne et exogeéne.

11.4.1. Stress oxydant Endogéne

La mitochondrie est en effet la principale source endogéne de la respiration cellulaire, c’est-a-
dire de par la chaine respiratoire proviennent les radicaux libres. Leur structure déséquilibrée
¢électronique leur donne une réactivité sur les composantes tissulaires qui leur permet d’entrer
en jeu dans le contrdle d’une grande partie de réactions oxydoréduction indispensables a la vie
et a la croissance. Ces radicaux libres sont formés en continu dans 1’organisme sain. Cette
formation est due a la fuite d’électrons depuis la chaine respiratoire et au cours de 1’élimination
des peroxydes tissulaires. Le stress, quant a lui, hausse le flux de ces derniers, I’organisme sera
alors epuise des réserves de composés protecteurs qui les calibrent, « les vitamines et les

chélateurs tel que le glutathion » (Guillouty, 2016).

12
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e L’oxygéne

L'oxygéne joue un role essentiel dans de nombreuses pathologies en raison de son implication
dans la chaine respiratoire. La production d’énergie « phosphorylation oxydative » nécessite la
présence de 1’02, et lors du métabolisme normal pour la production de 1’adénosine triphosphate

(I’énergie) proviennent ces résidus nommeés radicaux libres (Migdal et Serres, 2011)

11.4.2. Stress oxydant Exogene

e Lesrayonnements ultra-violets

Les rayons UVA (320-400 nm) peuvent étre absorbés par des chromophores qui vont alors étre
excités pour fournir un oxygéne singulier. Ils réduisent également 1’02 en anion superoxyde
(O2-) qui sera rapidement transformé par 1’enzyme superoxyde dismutase (SOD) en peroxyde
d’hydrogeéne (H202) qui sera réduit a son tour en radical hydroxyle (OH) par la réaction de

Fenton. OH réagit alors avec les protéines, les lipides et I’ADN (Laouini, 2014).

e Letabagisme

La fumée de cigarette est un mélange complexe de composés réactifs dans ses phases gazeuse
et particulaire. L'exposition a la fumée de tabac peut avoir des effets néfastes sur les niveaux
de certains antioxydants endogeénes, tels que le béta-caroténe, qui est une forme de vitamine A.
(Anti oxydant), d’ou résulte une diminution de la protection contre les ERO. Ce facteur exogene
est connu pour ses propriétés destructrices des réserves d’antioxydants endogénes tels que la
vitamine A. Les radicaux libres induits par le tabac provoquent une baisse du taux de la béta
caroténe et favorisent donc l'activité enzymatique de « la métalloprotéinase-1 (MMP-1) ». Cette
derniére entraine a son tour une dégénérescence du collagéne (Laouini, 2014)

115. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont en effet des espéces chimiques tres réactives qui possedent un ou
plusieurs électrons non appariés. En raison de cette structure électronique désequilibrée, les
radicaux libres peuvent interagir avec diverses molécules biologiques, y compris I'ADN, les
protéines et les acides gras. ( Niki et al., 2023). Tout en étant liés a des maladies telles que le
cancer et les maladies vasculaires (Santos-Sanchez et al., 2019; Halliwell,B.1995). et
pathologiques processus du systeme nerveux, y compris la maladie d'Alzheimer (Nikic et al.,
2023); (De La Lastra et al., 2007).
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11.5.1. Sources endogenes

Les radicaux libres d'origine endogéne sont en effet générés comme sous-produits de divers
processus métaboliques dans l'organisme. Certaines enzymes, telles que la xanthine oxydase,
les lipoxygénases et les cyclooxygénases, Elles peuvent se produire aussi durant le processus
de transfert d’électrons au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. De ce fait, la
production des espéces réactives est nettement accelérée lors de la réduction du flux
respiratoire, notamment d’origine pathologique. Elles peuvent étre également formées au
niveau du cytoplasme, de la membrane cytoplasmique, du peroxysome et du lysosome (Rao et
al., 2011).

11.5.2. Sources exogenes

les radicaux libres peuvent étre générés par plusieurs facteurs environnementaux, tels que
I'exposition a des polluants, des radiations, des produits chimiques, des pesticides et des métaux

lourds, ainsi que des carences nutritionnelles. (Rao et al., 2011).

116. Production des radicaux libres

Chez I'étre humain, les radicaux libres sont effectivement produits dans la chaine de transport
d'électrons mitochondriale. Plus précisément, les complexes respiratoires I et I11, qui transférent
unélectron a I’oxygene en le convertissant en anion superoxyde. (Krtger, J. 2010)

.(Fig.04)
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Figure 04 : Production des radicaux libres (Krtger, J. 2010).

Les radicaux libres peuvent étre légérement produits lors d'une activité physique modérée et
augmentés lors d'une activité physique vigoureuse (Yavari et al., 2015 ; Margaritelis et al.,
2014). Le fructose est un glucide principalement métabolisé dans le foie et, comme il n’a pas
de processus de régulation métabolique adéquat, il exerce une pression élevée d’électrons au
niveau mitochondrial, augmentant ainsi la production de radicaux libres. Cet effet est
étroitement li¢ a des pathologies telles que I’obésité, le diabete sucré, I’hypertension, etc.

(Jaiswal et al., 2015 ; Hannou et al., 2018).

11.7. Mécanisme d’action des radicaux libres

Enraison de leur réactivité élevée, les radicaux libres ont tendance a réagir avec les premieres molécules
qu'ils rencontrent, en particulier les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques. Lorsqu'un radical libre
rencontre une molécule d'acide gras insaturé, il peut arracher un atome d'hydrogéne de cette molécule, ce qui
Cree un nouvel radical. L’atome de carbone contenant un électron seul va capter une molécule d’0O2 menant a
I’apparition d’un radical pyroxyle R+ O2— ROO. Cette peroxydation va se propager de plus en plus par la
création d’un nouveau radical carboné (Adjéle Wilson et Leyli Salamatian, 2003). (Fig.05)
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Figure 05 : Mécanisme biochimique en chaine de la peroxydation d'acides gras polyinsaturés

et nature des produits formés (Favier, 2003).

11.1. Cibles des radicaux libres et conséquences du stress oxydatif

Bien que les espéces réactives de I'oxygene (ERO) jouent un rble important dans de nombreux
processus physiologiques cellulaires, leur surproduction peut étre extrémement toxique pour
I'organisme (Kardeh et al., 2014). Les ERO les plus courants comprennent le radical hydroxyle
(*OH), l'anion superoxyde (O2e-), le peroxyde d'hydrogéne (H202) et lI'oxygene singulet
(*102). Ces espéces réactives peuvent causer des dommages cellulaires en oxydant les lipides,
les protéines et les acides nucléiques, ce qui peut éventuellement conduire a la mort cellulaire.

(Poprac et al., 2017).
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I11.1. Définition

Les antioxydants sont des composés qui, lorsqu’ils sont présents dans les aliments ou dans le
corps humain a de trés faibles concentrations, retient, maitrisent ou empéchent les processus
oxydatifs conduisant a une altération de la qualité des aliments ou a I’émergence et a la diffusion
de maladies dégenératives dans 1’organisme. Un certain nombre de méthodes et d’activités sont

impliquées dans le processus d’empéchement de 1’oxydation par ces composés antioxydants
(Shahidi et al., 2015).

1.2, Classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs origines en deux catégories les antioxydants
enzymatiques et les non enzymatiques situé dans les compartiments intra et extra cellulaires.
(Fig.06).

Systéme
enzymatique
endogene

Systeme

d'antioxydants

Systeme non-
enzymatique
endogene

Figure 06 : Les sources des antioxydants (Shahidi et al., 2015).
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111.3. Systeme antioxydant endogéne enzymatique

Les enzymes antioxydants sont le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et le glutathion
peroxydase. Le role crucial du SOD est de stimuler 1’autocatalyse des ions superoxydes en
peroxyde d’hydrogéne et en oxygene. La catalase, principalement indique dans les
peroxysomes et dans les érythrocytes, est capable de transmuter le peroxyde d’hydrogeéne en
eau et en oxygene. Le glutathion peroxydase (GPx) équilibre le peroxyde d’hydrogéne en
présence du glutathion. D’autres enzymes exploitent un r6le non négligeable dans
I’affrontement antioxydante : glutathion réductase, thioredoxine réductase, et glutathion

Transférase (Lubranoet Balzan., 2015).

111.3.1. Systeme antioxydant endogéne non enzymatique

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogénes englobent de nombreux thiols dont le
dominat est le glutathion, largement présent un aspect limite, capable de réagir, in vitro, avec
les radicaux HOe, RO2 ¢, RO¢, 102, ONOOet I’acide hypochloreux HOCI. Le glutathion est
aussi capable de contribue a 1’activité enzymatique en purifiant le peroxyde d’hydrogeéne et

d’autres hydro peroxydes (Pisoschi et Pop., 2015).

111.3.2. Systéme antioxydant exogéne

Les antioxydants exogénes assimilent, principalement, les vitamines C et E, les caroténoides et
les composés phénoliques (Abd Hamid et al., 2018) : La vitamine C : hydrosoluble présente
dans la majorité des fruits et légumes est célebre par son acte protecteur de 1’oxydation
membranaire (Rodriguez-Roque et al., 2015). Son profil antioxydant nait de sa forme ionisée
(AcH-) qui peut agir avec des radicaux et fournir le radical ascorbate tri carbonyle (AcHe),

équilibré par résonnance (Valko et al., 2016). (Fig.07)
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Figure 07 : Mécanisme de défense antioxydant et leurs sites d'actions (Mandal, 2019).

1114. L’origine des antioxydants

1141, Les antioxydants d'origine
synthétique
Les antioxydants synthétiques sont des éléments créés a travers des syntheses chimiques. De

nombreux tentatives sont utilisés pour établir et synthétiser des piégeurs de des substances
antioxydantes qui peuvent réduire la production abusive des espéces réactives et rendre

meilleur les défenses antioxydantes endogénes (Mahmoud et al., 2021).

11142, Les antioxydants d’origine naturelle

Les extraits naturels sont a I’origine de plusieurs substances antioxydantes. llIs se sont
authentifié utiles non uniqguement comme supplément pour avertir les maladies provoqué par
le stress oxydatif et comme conservateurs alimentaires empéchant 1’oxydation Des exemples
d’¢études derniers sur 1’activité antioxydante d’extraits naturels acquises a partir de différentes
espéces telles que les plantes(curcumin , les champignons, les bactéries, les algues, les lichens,
les actinomycetes ont été collectés, offrant des méthodes d’estimation des antioxydants de

référence et des spécificités sur la préparation des extraits. (Flieger et al., 2021).
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111.4.2.1. Produits de la ruche

e Le miel

Le miel a un essentiel pouvoir antioxydant, car ces derniers neutralisent les radicaux libres,
ayant ainsi un impact positif dans la prévention de certains cancers (Clémence, 2005). Action
cicatrisante elle est due aux parametres suivants : l'acidité, la pression osmotique liée aux
sucres, le peroxyde d'hydrogéne certains composantes chimiques qui circonstances

défavorables au développement des germes pathogénes (Goetz, 2009).

e Gelée royale

La gelée royale participe a la stabilité nerveuse et psychologique grace a sa teneur considérable
en Acétylcholine et vitamines B (Blanc, 2010). Action antioxydante la gelée royale est un
ingrédient anti-age, en raison de sa composition antioxydante comme les flavonoides (Cemek

et al., 2010).
e Lapropolis

La propolis a une activité antioxydante revient de sa capacité a réduire ou a empécher les
réactions d’oxydation en contenant qu’il construit de - caroténe (provitamine A), 1’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés poly-phénoliques

en genéral (Popovici, 2010).

20



Il est possible utiliser les antioxydants dans plusieurs secteurs (Tab.02)
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1115, Utilisations des antioxydants

Tableau 02 : Utilisation des antioxydants (Hakem L., 2022)

Le domaine médical L’industrie chimique L’industrieagro- L’industrie
alimentaire teinturerie
Prévenir le Echapper le Contourner

Minimiser les
dommages oxydatifs
causés par certaines

pathologies et pour
réduire les réactions
indésirables dans le
traitement du cancer,
notamment la
chimiothérapie ; les
antioxydants sont
célébres pour étre
efficacespour éliminer
les radicaux libres du

sang et d'autres

Cellules

durcissement du
caoutchouc ou dans le
travaildes métaux pour
protéger les métaux de

I'oxydation

rancissement des corps

gras

I’oxydation des
colorants au
soufre ou des

colorants de cuve

lourd lors de la

teinture.
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Notre objectif est basé¢ sur 1’étude de ’activité antioxydante des extraits de la propolis de
difféerentes régions Tipaza ; Ain Nouissy ; Kheireddine. Notre travail a été réalisé au laboratoire

de recherche de pharmacognosie et d'api- phytothérapie. De I'Université de Mostaganem.

La propolis est une substance résineuse produite par les abeilles a partir de diverses sources
végétales, caractérisée par sa composition complexe et diversifiée qui lui conféré plusieurs

bénéfices potentiels pour la santé notamment un effet antioxydant.

I. Matériels et méthodes

I.1. Provenance et récolte de la propolis étudié

Trois échantillons de la propolis Algérienne ont été récoltés au cours de I'année 2023 dans
différentes régions géographiques. La récolte de la propolis dans ces régions a été fait au
printemps. (Tab.03).

Les variétés de propolis utilisées dans cette expérience ont été sélectionnées en fonction de leur
provenance de différentes régions géographiques. Deux des échantillons proviennent de
Kheireddine et Ain Nouissy, villes situées dans la wilaya de Mostaganem. La troisiéme région

est Tipaza, située a 68 kma l'ouest de la capitale Alger. (Fig.08).

Tableau 03 : Codes des variétés proposes.

Pr Tipaza Kheireddine Ain Nouissy

Codes P1 P2 P3
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Tipaza

Mostaganem

P3adl

Figure 08 : Localisation géographique de la wilaya de Tipaza et de Mostaganem -Algérie (Google

maps,
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Tableau 04 : Les echantillons de la propolis étudies.

Tipaza (P1) Kheireddine (P2) Ain Nouissy (P3)

|.2. Extraction

L’extraction des composés polys phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces
principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs
propriétés biologiques. Dans cette étude, il ressort que la macération par 1’éthanol et par 1’acétone

sont les meilleures techniques d’extraction des polyphénols totaux et des flavonoides.

1.3. Préparations des extraites brutes

3g de la propolis de chaque variété a été macérer pendant une semaine dans un solvant hydro
éthanolique 70%, la solution obtenue a éte siccité a I’aide d’un évaporateur rotatif (Fig.10), Les

extraits secs sont ensuite repris dans un solvant hydro éthanolique (Fig.09).

Le rendement d’extraction a été calculer par la formule suivante :

Poids de I'extrait

RD % = 1
° poids de la poudre de laplante * 100
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Figure 10 : L'évaporateur rotatif.
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1.4. Analyse physicochimique
141. Mesure de pH

Cette opération se faite a 1’aide d’un pH meétre, un volume de chaque extrait de chaque

variété a été pris, I’électrode a été plonger dans la solution sous agitation magnétique

(Fig.11).

v i

= o

Figure 11 : Appareilde mesure (pH metre).

142. Teneur en eau (humidité)

Cette opération consiste a déterminer I’humidité de chaque variété, la propolis a été mesurer
dans un verre de montre aI’aide d’une balance a précision, ensuite la masse a été mis a 1’étuve,

I’humidité a été calculer par la formule suivante :

(W\WV) % = mi - mf
mi * 100
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14.3. Conductivité

Cette opération consiste a déterminer la conductivité a 1’aide d’un conductimeétre, un volume
d’extrait d’environ deux gouttes de chaque variété a été pris a une température conditionnelle

ne dépassant pas 20°C, 1’¢électrode a été plonger dans I’extrait de chaque variété.

144. L’absorbance

Cette opération consiste a déterminer 1’absorbance (DO) de chaque extrait de chaque variété a
I’aide d’une spectrophotométrie.

145. Hydroxy-méthyl-furfural (HMF)

e Préparation Du mélange

5000ul d’extrait de chaque varieté a été ajouter a 100ul de 15% d’hexacyanoferrate de
potassium et 100ul de 30% d’acétate de zinc, le mélange a été compléter avec 4800ul d’eau

distillé, ensuite le mélange a été filtrer & 1’aide d’un papier filtre.

e Mode opératoire

Pr
500p1 de mélange

+

8500uIED

Incubation pendant une heure, la lecture a
284 et 336 nm.

HMF a éte déterminer par la formule suivante :

HMF en mg\kg = (A284-A366) *148.7*8.5
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Cette opération consiste a déterminer ’acidité libre par titrage.

146. L’acidité libre

e Mode opératoire

10ml de chaque extrait de chaque variété a éte titré avec la solution de soude 0.05N, le titrage
a été controler a ’aide d’un pH métrie jusqu’a pH= 8.50, I’acidité libre a été calculer par la

formule suivante :
AL= (1000 *[NaOH]*V NaOH /M propolis
I5. Analysesphytochimiques qualitatives (Screening phytochimique)

e Taninsgalliques (Réactif de stiasny)

10 ml du réactif stiasny avec 5 ml de chaque extrait a été¢ in fusionné a I’aide d’un bain marie

90° pendant 15 min. La réaction donne une coloration bleu-noiréatre (Diallo, 2005).

e Coumarines (Test de I’hydroxyde de sodium)

3 ml de NaOH a10% avec 2 ml de chaque extrait. L apparition d’une couche jaune indique la

présence des coumarines. (Bruneton, 1999).

e Flavonoides (Test de chlorure ferrique)

1 ml de I’acide chlorhydrique a 2% a été rajoutée a 1 ml de chaque extrait. Quelques gouttes
de FeCl3 a 3% a été additionné au mélange. L’apparition d’une coloration verdatre confirme la

présence des flavonoides. (Bhandary et al., 2012).

e Anthocyanes

Un volume de Iml d’Acide sulfurique H2SO4 a 10% a été additionné a 1 ml d’extrait. Apres
une agitation du mélange, 1ml de la Solution L'hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a 10% a été

ajoutée. La Réaction donne une coloration bleue (Diallo, 2005).

e Alcaloides (Test de Dragendorff)

1ml de chaque extrait a été ajouté a 1 ml de HCI 1%, accompagner de quelques gouttes de
réactif de Dragendorff a la solution. L’apparition d’un précipité rouge orangé mentionne la

présence des alcaloides. (Roopalatha et Nair, 2013).
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Agitation de 5 ml de chaque extrait pris dans un tube a essai pendant quinze seconde. La

e Saponosides

Formation d’une mousse persistante apres 15mn confirme la présence des saponosides
(Dohouet al., 2003).

e Sterolset triterpenes : (La reaction de Lieberman Burchard).

2 ml d’extrait de chaque variété ont ét¢ mises en contact avec 1ml de I’anhydride acétique
C4H603, le mélange était sous agitation ensuite au bain marie jusqu’a €bullition. La formation
d'un anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides et d'une couleur violette a la
surface surnageante révélent la présence des stérols et des triterpenes. (Roopalatha et
Nair,2013).

e Lesterpenoides : (Test de Slakowski).

La mise en évidence des terpenoides se faite par 1’ajout a 2ml d’extrait 2ml de chloroforme et
2ml d’acide sulfurique concentré. L’apparition de deux phases avec une couleur marron-
Rougeatre a I’interphase indique la présence des terpénoides (Ayoola et al., 2008 ; Khan et al.,
2011).

1.6. Analyses quantitatives

161 Détermination de la teneur en phénols totaux (TPT)

e Principe
Cette opération de dosage se base sur les propriétés de réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) qui est
compos¢ d’un meélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique de couleur
jaune qui se vire en bleu en milieu alcalin (présence de carbonate de sodium) lors de la réduction
de la mixture phosphotungstique phosphomolybdique - par les groupements oxydables des
composés phénoliques conduisant a la formation d’un mélange d’oxyde de tungsténe et de
molybdene. L’intensité de la couleur bleue est proportionnelle au taux de composés phenoligques
présents dans 1’échantillon donne un maximum d’absorption & 765 nm (RiberauGayon, 1968
; Georgé et al., 2005 ; Bonnaillie et al., 2012).
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300ul de chague extrait de chaque variété ou de la référence ont été ajouter a 1600l de réactif
de Folin-Ciocalteu qui a été dilué dans I’eau distillé (10ml folin \90 ED) , puis 1300ul de

e Mode opératoire

carbonate de sodium qui a été dilué dans 1’eau distillé (10g carbonate \100mI ED ) ont éte ajouter
,le mélange a ¢été agiter au vortex puis a été incuber a 1’obscurité pendant deux heure, I’acide
gallique a été utiliser comme référence pour une courbe d’étalonnage avec des concentrations
allant de (Img\ml ) et les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par 100g de
poids sec d’extrait : mg EAC/100g PS.

162 Détermination de la teneur en flavonoides totaux (TFT)
e Principe

Le but de la détermination quantitative des flavonoides totaux se base sur la formation d’une
liaison entre le groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 des flavonoides susceptibles de
donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le trichlorure d’aluminium. La
couleur jaune obtenue du complexe aluminium-flavonoides dépend de la quantité des
flavonoides complexés ayant un une absorbance maximale a 430nm (RibereauGayon, 1968 ;
Humadi et Istudor, 2008).

e Mode opératoire

750ul de chaque extrait de chaque variété ou de la référence ont été ajouter a 750ul de chlorure
d’aluminium 2%, le mélange a été agiter au vortex puis a été incuber pendant 30min a
I’obscurité, le quercétine a été utiliser comme référence pour une courbe d’étalonnage avec des
concentrations allant de (Img\ml) et les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine
par 100g de poids sec d’extrait : mg EQ/100g PS.

163. Détermination de la teneur en tanins condensé (TTC)
e Principe

Cette technique consiste a déterminer les tanins condensés par la méthode de la vanilline En
milieu acide (HCI), cette expérience est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les
flavan 3-ols libres et les unités terminales des pro-anthocyanidines conduisant a la formation
d’un complexe de couleur rouge dont I’intensité est proportionnelle au taux de flavanols
présents dans le milieu et qui présente un maximum d’absorption & 500 nm (Ghedadba et al.,
2014 ; Ali-Rachedi et al., 2018).
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2001 de chaque extrait des trois variétés ou de la référence ont été ajouter a 1500ul de la

e Mode opératoire

vanilline 4%, le mélange a été agiter au vortex, 1500ul de HCL ont été ajouter a la mixture,
apres I’agitation, le mélange a été incuber a I’obscurité pendant 20min, la catéchine a été utiliser
comme référence pour une courbe d’étalonnage avec des concentrations allant de (1mg\ml) et
les résultats sont exprimés en mg équivalent Catéchine par 100g de poids sec d’extrait : mg
EC/100g PS.

164. Détermination des tanins hydrolysables (TTH)

e Principe
La quantification des tanins hydrolysables a été effectuée par la solution aqueuse d’iodate de
potassium (KIO3) a 2.5% en se référant au protocole décrit par Willis et Allen (1998) modifié
par Hmid (2013).

e Mode opératoire

500ul de chaque extrait des trois variétés ou de la référence ont été prélevés. Ensuite ,2500ul
d’iodate de potassium ont été ajoutés a chaque échantillon. Le mélange a été agité a I’aide d’un
vortex pour assurer une homogénéisation, La lecture de 1’absorbance a été réalisée contre un
blanc préparé pour chaque concentration a 550 nm apres 4 min d’incubation a I’obscurité et a

température ambiante.

165. Détermination des sucres totaux
e Principe

Le principe de dosage des sucres totaux repose sur I’utilisation du phénol et d’acide sulfurique
concentré. Ce dernier provoque, a chaud, le début de plusieurs molécules d’eau a partir des oses
accompagnés par la formation d’un hydroxy-méthyl furfural (HMF) dans le cas d’hexose et
d’un furfural dans le cas d’un pentose. Les réactifs phénol-acide sulfurique produisent des
complexes de couleur jaune/marron lorsqu'ils réagissent avec des sucres réducteurs, ou des
glucides qui peuvent libérer des sucres réducteurs lors de I'hydrolyse. L’intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration des glucides avec un maximum d'absorption
situe a 490 nm pour les hexoses et a 480 nm pour les pentoses (Ford, 1981 ; Kouame et al.,
2015).
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500ul de chaque extrait ou de la référence a éte utilisée, ensuite 500ul de phénol et 2500l de

e Mode opératoire

H2S04 ont été ajoutée a chaque ¢chantillon. Le mélange a été agité a 1’aide d’un vortex et a
¢té incubé a I’obscurité pendant 5min. le maltose a été utiliser comme référence pour une
courbe d’étalonnage avec des concentrations allant de (1mg\ml) et les résultats sont exprimés

en mg equivalent acide gallique par 100g de poids sec d’extrait : mg EM/100g PS.

I.7. Les techniques d’analyse et d’identification structurale

L'identification structurale des molécules organiques est géneralement réalisée en utilisant
plusieurs techniques spectroscopiques complémentaires. Les principales techniques utilisées
sont la spectrométrie de masse, la spectroscopie infrarouge (IR) et la résonance magnétique
nucléaire (RMN) du proton et du carbone. Ces techniques permettent d'obtenir des informations

précieuses sur la structure moléculaire dans un laps de temps relativement court.

1.7.1. Spectroscopie IRTF de transmission/absorption

Les extraits ont été analysés dans un spectrometre infrarouge moyen a transformée de Fourier
(FT-IR) Frontier de Perkin Elmer (Fig.12). Tous les spectres MIR ont été acquis entre 4000 et
400cm—1 en utilisant une résolution optique de 8 cm—1 et 32 accumulations. Pour le signal
ATR horizontal, l'indice de réfraction (n) de diamant était de 2,4 et conduit a une profondeur
de pénétration (Dp) de 1,66 um, avec un intervalle de données de 1 cm—1 et une vitesse de
balayage de 0,2 cm/s. Environ 0,05 ml d'échantillon a été placé sur I'ATR et aprés chaque
analyse, le cristal ATR a été lavé avec de I'eau déminéralisée et séché avec une lingette non

abrasive.

Afin de transformer les données en une forme adaptée a l'analyse, Les données sont souvent
prétraitées, ce qui permet d'éviter la dérive de la ligne de base, la diffusion de la lumiere et
d'autres facteurs pendant le processus d'échantillonnage. Dans les méthodes de prétraitement
spectral couramment utilisées, dérivée premiere (1D) peut étre utilisé pour corriger la dérive de
la ligne de base et la dérive spectrale rotation a l'arriere-plan de ce systéme, Savitzky-Golay
(SG) peut filtrer le bruit a haute fréquence dans les données spectrales et préserver efficacement
l'authenticité des le signal d'origine, et la variable normale standard (VNS) est un basé sur
I'observation individuelle est moins sensible aux particularités des données brutes,

principalement utilisées pour la diffusion correction des spectres (Tan et al., 2018). Cette étude
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A adopté le lissage VNS, 1D, SG et leurs méthodes de combinaison pour prétraiter les données

spectrales d'origine.

Figure 12 : représentation du Spectre FTIR-ATR.

1.8. Evaluation de I’activité antioxydante

181 Testde piégeage du radical libre 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
e Principe

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme
radicale libre et la simplicité de 1’analyse (Evenamede et al., 2017), 1l posséde dans sa structure
un électron non apparié sur un atome du pont azote-azote. Sa particularité provient de la
modification de ses propriétés d’absorption UV/Visible selon son état : la forme réduite absorbe
a515-518 nm alors que sa forme oxydée ne presente pas de pic d’absorption (Desmier, T.2016).
Cette méthode est basée sur le transfert d'électrons qui produit une solution violette dans
I’éthanol. Ce radical libre est stable & la température ambiante et de couleur violette
caractéristique, est réduit en présence d'une molécule antioxydante, donnant naissance a une
solution d'ethanol incolore. L'utilisation du test DPPH fournit un moyen simple et rapide
d’évaluer les antioxydants par spectrophotométrie, il peut donc étre utile d'évaluer différents
produits a la fois. (J. Garcia et al., 2012). (Fig.13)
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|
+ A-H —> NH + A9
ON NO;
NO» NO2
DPPH DPPH-H

Figure 13. Mécanisme du Réduction du radical DPPH.
e Mode opératoire
50ul de chaque extrait de chaque variété ou de la référence ont été ajouter a 1950ul du DPPH,
le mélange a été incuber a I’obscurité pendant 30min, le processus de décoloration est lua 515
nm, I’acide ascorbique a été utiliser comme référence pour une courbe d’étalonnage avec des
concentrations allant de (Img\ml) et les résultats sont exprimés en mg équivalent acide

ascorbique par 100g de poids sec d’extrait : mg EAA/100g PS.

182 Méthodede réduction du fer-FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power
e Principe

Détermine le taux de capacité de don d’électrons c’est-a-dire, il dépend de la capacité des

extraits testés a réduire le fer ferrique présent dans le complexe 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine [Fe

(1) -TPTZ] en fer ferreux du complexe 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine [Fe (I1) -TPTZ] a pH acide.
L’ajout de chlorure de fer conduit a la formation d’une coloration bleue détectable a la longueur
d’onde A= 595nm dont I’intensité dépend de 1’augmentation du pouvoir réducteur du Fer
(Griffin et Bhagooli, 2004 ; Prior et al., 2005 ; Bursal et Koksal, 2011 ; Alagarsamy et al.,
2018).

e Mode opératoire

Le test a été effectué selon la méthode suivante avec peu de modification (Benzie et Strain,

1996 ; Pulido et al., 2000 ; Agbodan et al., 2014).
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Solution de tampon d’acétate de sodium300 mM et de PH= 3.6.

Trois solutions méres sont préparées séparément :

Solution de 2,4,6-Tris (2-pyridyl) -s-triazine (TPTZ) & 10mM préparée dans 1’Hcla 40mM.
Solution de trichlorure de fer 20 mM préparée dans 1’eau distillée.

50ul de chaque extrait ou de standard est mélangé avec 1500 pl de réactif de FRAP. La mixture

est agitée a I’aide d’un vortex et incubé a 1’obscurité atempérature ambiante pendant 5 min et

Les absorbances sont lues a 594 nm contre un blanc. L’expérimentation est répétée trois fois.
La courbe d’étalonnage est préparée sous les mémes conditions avec le sulfate de fer
Heptahydraté O. Apres la lecture de la DO des différents échantillons dilués et du blanc, la

concentration en mmol Fe (11)/100g PS est calculée d’aprés la courbe d’étalonnage obtenue.

183. Méthode de piegeage du radical libre ABTS L'acide 2,2'-azino-bis
(3éthylbenzothiazoline-6-sulphonique

e Principe
Le test se base sur le mécanisme d’oxydoréduction : le radical ABTS se génére suite a la
réaction d’oxydation avec le persulfate de potassium. Au cours de la réaction le sel d’ABTS
perd un électron pour former un radical cation ABTS*+ de couleur bleue verte. Le principe du
test se base sur la capacité des antioxydants a stabiliser le radical cationique ABTS*+ en le
transformant en ABTS+ moins coloré voir incolore. La décoloration du radical mesurée par
spectrophotométrie a 734 nm (Chen et Ho, 1997 ; Soni et al., 2014).

e Mode opératoire

Préparation de la solution ABTS et persulfate de potassium de concentration de 7 mM et 2.4
mM respectivement sont préparées séparément. Le mélange d’ABTS*+ est préparée en
mélangeant en volumes égaux ces deux solutions et les conservé pendant 16 heures & I’obscurité
et a une température 26 °C pour réagir. Avant 1’utilisation, cette solution se dilué avec 1’éthanol
pour obtenir 1’absorbance de 0.70 + 0.02 a 734 nm.

30ul d’extrait avec 2970ul d’ABTS™+ Le mélange est agité a I’aide d’un vortex et incubé a
température ambiante et a I’obscurité pendant 6 min. I’absorbance est mesurée contre un

control a 734 nm. Le test est répété 3 fois.
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11.1. Extraction

11.1.2. Rendement

Le calcul du rendement d'extraction a permis d'obtenir les résultats suivants (Tab.05). Les
proportions de rendement des différents extraits se situaient entre 17% et 40%, avec la

particularité que la troisiéme variété a donné un rendement élevé.

Tableau 05 : Rendements des extraits hydro-éthanolique des trois variétés.

Pr P1(Tipaza) P2 (Kheireddine) P3 (Ain Nouissy)

RD % 17% 13% 40%

11.2. Analysephysicochimique
11.2.1. Mesure de pH

La détermination de la valeur du pH a montré que la propolis de Plest moins acide que les
propolis de P2 et P3 (Tab.06).

Tableau 06 : Détermination de la valeur du pH destrois variétés de la propolis.

Pr P1 (Tipaza) P2 (Kheireddine) P3 (Ain Nouissy )

\% 4.03 3.60 3.90

[1.2.2. Teneuren eau (humidite)
L’extrait de la propolis de (P2) a marqué une forte teneur en eau par rapport a celle de (P3) et

(P1) (Tab.07).

Tableau 07. L'indication d'humidité des trois variétés de la propolis.

Pr P1 (Tipaza) P2 (Kheireddine) | P3 (Ain Nouissy )

Pourcentage 8.367% 16.133% 14.9%
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11.2.3. Conductivité

La conductivité électrique a montré une méme valeur des trois propolis de chaque variété intérét
de 293.2mS (Tab.08).

Tableau 08 : La conductance électrique des trois variétés de la propolis.

Pr P1 (Tipaza) P2 (Kheireddine) | P3 (Ain Nouissy)

Conductivité 293.2mS 293.3mS 293.3mS

11.2.4. L’absorbance

La prescription de I’absorbance de 1’extraits de propolis des trois échantillons varie entre 0.000
et 0.003 (Tab.09).

Tableau 09 : L’Indication de I'absorbance des trois extraits de la propolis.

Pr P1 (Tipaza) P2 (Kheireddine) | P3 (Ain Nouissy )

DO 0.003 0.002 0.000

11.2.5. HMF (hydroxy-méthyl-furfural)

D’aprés la détermination de HMF avec les trois extraits ont montré que P1 est plus fraiche que
P2, P3. (Tab.10).

Tableau 10 : Détermination HMF en mg/kg des trois variétés.

Pr P1(Tipaza)

P2 (Kheireddine)

P3 (Ain Nouissy)

HMF en mg\kg

1.84

30.38

15.14
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L’acidité libre par titragedes trois échantillons a déterminéque P2 présentait la valeur laplusélevée

11.2.6. L’acidité libre

par rapport au P1 et au P3 (Tab.11).

Tableau 11 : Détermination d'acidité libre des trois extraits.

Pr P1 (Tipaza) P2 (Kheireddine) P3 (Ain Nouissy)

AL 1200 7500 6500

11.3. Analyses qualitatives (Screening phytochimique)

Le Screening phytochimique des extraits de propolis démontre des résultats plus ou moins variables

par la présence des métabolites secondaires. (Figl14 ;15 ;16).

Le tableau résume les résultats observés correspondant a la coloration du produit final des Reactions
accomplies. En effet, les trois extraits révélent la présence des tannins galliques, coumarines,
flavonoides, alcaloides et terpénoides mais avec des intensités différentes. Cependant, les trois

échantillons s’avérent dépourvus d’anthocyanes, stérols et triterpénes, et de saponosides. (Tab.12)
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Tableau 12 : Screening phytochimique des extraits de propolis.

+++ : Forte présence ; ++ : présence modérée ; - : absence
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Figure 14 : Mise en évidence d'extrait de Tipaza (P1).

Figure 15 : Mise en évidence d'extrait de kheireddine.
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Figure 16 : Mise en évidence d'extrait de Ain-Nouissy (P3).

114. Analyses quantitatives
11.4.1. Détermination de la teneur en phénols totaux (TPT)

L’extrait de propolis P1 a marqué une concentration de 271.267+0.017mg\EAG\100g cette
valeur est significative par rapport & P2 qui a donné une concentration de
189.667+0.304mg\EAG\100g .de plus I’extrait de propolis P3 qui a marqué une forte teneur en
polyphénol avec une masse de 400.3+£0.180mg\EAG\100g. (Tab.13), (Fig.18) En utilisant

I’équation linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (Fig.17).

Tableau 13 : Teneur en polyphénols totaux.

Pr P1 (Tipaza) P2 (Kheireddine) P3 (Ain Nouissy)

Teneur en polyphénols
totaux 271.267+0.017 189.667+0.304 400.3+0.180
mg\EAG\100G

41



Résultats et Discussion _

3
v =0,6501x- 0,0755
2,5 R*=0,9919
2

abs (nm)
o
n

ot

0,5
0
0 1 2 3 4 5
acide gallique (ug\ml)
Figure 17 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique.
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[ P2 : Kheireddine

450 [ P3: Ain Nouissy

polyphenols (mg\EAG\100g)
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=
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Figure 18 : Taux des polyphénols totaux P1 Tipaza, P2 kheireddine, P3 Ain Nouissy.P<0.050 : *significative

comparativement au P1.
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11.4.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux (TFT)

L’extrait de propolis P1 a donné une concentration de 197.333 + 0 .018 mg EQ/100g cette
valeur est significative par rapport a 1’extrait P2 qui a marqué une forte teneur en flavonoides
avec une concentration de 174.473 + 0.025mgEQ/100g, alors que le P3 est significative avec
une concentration de 162.363+0.014mg\EQ\100g par rapport a P2. (Tab.14), (Fig.20). En

utilisant 1’équation linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de la quercétine. (Fig.19).

Tableau 14 : Teneur en flavonoides totaux.

Pr P1(Tipaza) P2 (Kheireddine) P3 (Ain Nouissy )
Teneur en flavonoides
totaux mg\EG\100g 174.473+0.025 197.333+0.018 162.363+0.014
3,000
y=10,7655x- 0,5932
2,500 R*=0,9926
~ 2,000
£
£ 1,500
2
1,000
0,500
0,000
0 1 2 3 4 5
quercetine(pgiml)

Figure 19 : Courbe d'étalonnage de quercétine.
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Figure 20 : Taux des flavonoides totaux des trois extraits P1 Tipaza, P2 kheireddine, P3 Ain

Nouissy. P<0.050 : *significative comparativement au P1, # comparativement au P2.

11.4.3. Détermination de la teneur en tanins condensés (TTC)

L’extrait de propolis P1 a donné une concentration de 191.166+0.005mg\EC\100g cette valeur
est significative par rapport a P3 qui y’a donné une concentration considérable de
347.342+0.017mg\EC\100g, par contre au P2 qui est représentatif relativement a P3 avec une
concentration de 150.886+0.024Img\EC\100g (Tab.15), (Fig.22), et ceci en utilisant 1I’équation
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de la catéchine. (Fig.21)

Tableau 15 : Teneur entanins condenses totaux.

Pr P1 (Tipaza) P2 (Kheireddine) P3 (Ain Nouissy)
Teneuren tanins
mg\EC\100g
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Figure 22 : Courbe d'étalonnage catéchine.
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Figure 21 : Taux des tanins condensé des trois extraits P1 Tipaza, P2 kheireddine, P3 Ain Nouissy. P<0.050:

*significative comparativement au P1, # comparativement au P2.

45



Résultats et Discussion _

11.4.4. Détermination de la teneur en taninshydrolysables

L'extrait P1 a montré une concentration de 261,400 + 91,500 mg EAT/100g de tanins

hydrolysables. Cette valeur est tres significativement plus élevee que celle de I'extrait P2, qui a

présenté une concentration de 154,770 + 23,626 mg EAT/100g. De plus, I'extrait P3 a montré

une faible teneur en tanins hydrolysables, avec une concentration de 45,970 £ 35,045 mg

EAT/100g. (Tab.16) (Fig.24). En utilisant 1’équation linéaire de la courbe d’étalonnage tracée

de I’acide tanique. (Fig.23).

Tableau 16 : Teneur entanins hydrolysables totaux.

Pr P1 (Tipaza)

P2 (Kheireddine)

P3 (Ain Nouissy )

Teneur en tanins
hydrolysables totaux
mMg\EAT\100G

45.967+35,045

143,433+23,874 282.967+75,709

0,450 v=0,0858x+0,1032
R*=0,9958

0 0,5 1 1,5
Acide Tannique( pg/ml)

2,5 3 3,5 4 4,5

Figure 23 : Courbe d'étalonnage d'acide tannique.
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Figure 24. Taux des tanins hydrolysables des trois extraits P1 Tipaza, P2 kheireddine, P3 Ain Nouissy
P<0.050 : *significative au P1, # significative au P2, P<0.010 : **tr¢és significative comparativement
au P1.

11.4.5. Dosage des sucres totaux

L'extrait P3 a affiché la plus grande teneur en sucres totaux, mesurée a 278.167 + 21.623
mg/EM/100g. Cette valeur est considérablement plus élevée que celle de I'extrait P1, qui a
enregistré la plus faible teneur en sucres totaux a 77.550 + 15.127 mg/EM/100g. Cette
différence est hautement significative. De méme, l'extrait P2 a montré une teneur en sucres
totaux de 57.600 + 23.716 mg/EM/100g, qui est significativement plus élevée que celle de
I'extrait P1, et hautement significative par rapport a I'extrait P3. (Fig.26)(Tab.17), Le dosage a
été déterminer a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de

maltose. (Fig.25)

Tableau 17 : Teneur totale en sucres totaux dans les trois extraits

Pr P1 (Tipaza) P2 (Kheireddine) | P3 (Ain Nouissy)

Teneuren sucres totaux 77,550+15,127 57,600+23,716 278,167+21,623
(mg/EM/1009)
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Figure 25 : Courbe d'étalonnage de maltose.
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Figure 26 : Taux des sucres totaux destrois variétés P1 Tipaza, P2 kheireddine, P3 Ain Nouissy
P<0.050 : *significative au P1, P<0.001 : ***hautement significative comparativement au P1,
### . hautement significative comparativement au P2.
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115. Spectroscopie FTIR-ATR

11.5.1. Exploration approfondie d’extrait (P1) parspectroscopie FTIR-ATR

L'analyse du spectre FT-IR de I'extrait P1 a permis de mettre en évidence les structures
chimiques des métabolites secondaires ainsi que la présence de différents groupements
fonctionnels. Parmi les composés identifiés, nous avons trouvé la présence de polyphénols, en
particulier des flavonoides. Les flavonoides sont des composés végétaux connus pour leurs
propriétés antioxydantes. En outre, I'analyse du spectre FT-IR a également révélé la présence
d'alcaloides dans I'extrait P1. (Fig.27) (Tab ; 18).
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Figure 27 : Spectre ATR FTRI d'extrait P1

e Groupesfonctionnels d’extrait (P1)

L'analyse du spectre FT-IR de I'extrait (P1) a permis de classer les groupes fonctionnels. la
présence de groupes alcool, qui correspondent aux structures Ph-CHR-OH et (R)3C-OH. De
plus, des composes sulfure tels que R-SO3 H30 et C-SO2-Cl ont également été identifiés.
Enfin, on note la présence de groupes cétone, représentés par les structures C=C-(C=0)-C,
C=C-(C=0)-C=C et Ph- (C=0)-Ph.
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Tableau 18 : Structure Chimique d'extrait P1.

Métabolites
i Structure chimique Nom
secondaires
NH-=
@2 Benzylamine
NH,
©/ Aniline
Alcaloides
Hn VHz2 B
Phenylhydraizine
NH»
M-Toluidine
CHs
Flavonoides RHENITAL KE
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11.5.2. Exploration approfondie d’extrait (P2) parspectroscopie FTIR-ATR

L'analyse du spectre FT-IR de I'extrait P2 a permis d'identifier certaines structures chimiques
ainsi que la présence de divers groupements fonctionnels. Parmi les composés identifiés, nous
avons découvert la présence de polyphénols, notamment des flavonoides et des tanins
condensés. Les flavonoides sont des composés végétaux largement répandus connus pour leurs
propriétés antioxydante. De plus, des alcaloides ont été détectés dans I'extrait
P2.(Fig.28)(Tab,19).
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Figure 28 : Spectre ATR FTIR d'extrait P2.

e LesGroupements fonctionnels d’extrait (P2)

L'analyse du spectre FT-IR de I'extrait (P2) a permis de classer les groupes fonctionnels présents.
On observe la présence de groupes cétone, tels que C-(C=0) -C=C-OH, C-(C=0) -Ph-pOH, R-
(C=0) - C=C- NH, C-(C=0) -Ph-BNH2 et Naphthoquinones. De plus, on note la présence de
groupes alcool, quicorrespondent aux structures R-CH2-OH et Ph-CHR-OH. Par ailleurs, les
groupes amide (R-CO-NR2) et guanidine (RNH-(C=NH) -NHR) sont également présents dans
I'extrait.
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Tableau 19 : Structure chimique d'extrait P2.

Métabolites
. Structure chimique Nom
secondaires
Tanins condensés -\gg;m Catéchine

CHgj
S
CF3 Alpha-Methyl-3
Acides
phénoliques
CH;
H?’C\H/EN
N\T///J\
CH,
CH, TETRAMETHYLPYRA
ZINE
(o] N_
SN (HYDROXYMETHYL)-
Alcaloides HO 0
o
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! RESYDROL P410
Flavonoides HO O 0 OH
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11.5.3. Exploration approfondie d’extrait (P3) parspectroscopie FTIR-ATR

L'analyse du spectre FT-IR de l'extrait P3 a révelé la présence de structures chimiques
specifiques ainsi que la présence de divers groupements fonctionnels. Parmi les composés
identifiés, nous avons découvert la présence de polyphénols tels que des tanins condensés, qui
sont connus pour leurs propriétés antioxydantes. De plus, des alcaloides ont également été

détectés dans I'extrait P3, ce quisuggeére la présence de composés bioactifs potentiellement
e Lesgroupements fonctionnels d’extrait P3

L'analyse du spectre FT-IR de I'extrait P3 a permis de classer les groupes fonctionnels présents.
On observe la présence de groupes alcool, correspondant aux structures R-CH2-OH et Ph-CHR-
OH. De plus, on note la présence de groupes Phosphorus Sulfur Comp, Azines, Hydrazones,
Hydroxamic et Amidines. Les structures correspondantes a ces groupes fonctionnels sont les
suivantes : P-CI pour les Phosphorus Sulfur Comp, S-S pour les Sulfur Comp, RCH=N-
N=CHR pour les Azines, CH=N- NH2 pour les Hydrazones, (C=0) NH-OH pour les
Hydroxamic, et N=CH-N pour les Amidines. En outre, I'analyse a également révélé la présence
de différents groupements fonctionnels, notamment des alcenes, des amides et des amidines.
(Fig.29) (Tab.20).
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Figure 29 : Spectre ATR FTIR d'extrait P3.
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Tableau 20 : Structure chimique d'extrait P3.

Métabolites
i Structure chimique Nom
Secondaires
N OH
| alpha-METHYL-3-
N PYRIDINEMETHANOL
(L
u/ e/2 /“
U 2,2'-DITHIODIETHANOL
N\
I I 2389
W TETRAMETHYLPYRAZIN
Alcaloides O[2,3-
O 6abeta-APORHINE-10,11-
. i }8 ,_,> DIOL,HYDROCHLORIDE,
HO \
Q HEMIHYDRATE
R N-(HYDROXYMETHYL)-
Ho/—“;t@ 0GLUCONAMIDE
@ 2-BROMOPYRIDINE,1-
»Ii/ OXIDE,
° HYDROCHLORIDE
CHg
OH
Acide phénolique alpha-METHYL-3-
CF3
Tanins condensés @ Catechu
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11.6.1. Testde piégeage du radical libre 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

11.6. Evaluation de P’activité antioxydante

Le dosage d’activité antioxydante de la réduction du radical DPPH par les trois variétés a
démontré une forte inhibition de radical DPPH on commengons par P1 avec une concentration
de 0.151+0,010mg\EAA\100g cette valeur est trés significative aupres de P2 qui a montré une
forte activité antioxydante plus élevée avec une masse de 0.107+0.069 mg\EAA\100g, de plus
P3 avec une concentration de 0.145+0,024mg\EAA\100g qui est trés significative a P2,
(Tab.21), (Fig.31) tant dit que I’acide ascorbique de concentration de 0.506+0,013mg\100g qui

est la référence, qui est utiliser comme une courbe d’étalonnage .(Fig.30 ) .(Fig.32).

Tableau 21 : Valeurs d'IC50 du radical DPPH des trois extraits et de la référence.

Référence AC
Pr P1(Tipaza) |P2 (kheireddine)| P3 (Ain Nouissy) Ascorbique
IC50 0.151+0.010 0.107+0.069 0.145+0.024 0.506+0.013
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Figure 30 : courbe d'étalonnage d'acide ascorbique.
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Figure 31 : Taux d'inhibition du radical DPPH par les trois variétés P1 Tipaza, P2 kheireddine, P3 Ain
Nouissy, P<0.010 : ** trés significative comparativement au P1, ## tres significative comparativement au
P2.
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Figure 32 : Disparition du radical DPPH variation de la couleur violette au
transparent.

11.6.2. Test de réduction de fer FRAP

L'activité antioxydante de l'extrait P1 a été mesurée a une valeur de 241.833 * 8,393
ml/EFeS04/100g. Cette valeur est significative par rapport a l'extrait P2, dont l'activité
antioxydante a été mesurée a une valeur de 222.367 £ 5,777 ml/EFeS0O4/100g..De plus, I'extrait

P3 a montré la valeur la plus élevée dactivité antioxydante, mesurée a 303.8 + 4,115

ml/EFeS04/100g. Cette valeur est significativement plus élevée que celle des extraits P1 et P2.

(Tab.22), (Fig.33), en appliquant une équation de la courbe d’étalonnage de FeSO4.7H20
(Fig.34).

Tableau 22 : Teneur en activité antioxydante des trois extraits.

Pr P1 (Tipaza) P2 (kheireddine)| P3 (Ain Nouissy)

(umol/mI/EFeSO4/100g) 241,833+8,393 | 222,367+5,777 | 303,8+4,115
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Figure 33 : Courbe d'étalonnage de FeSO4.7H20.
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Figure 34 : Taux d'inhibition FRAP par les trois extraits P1 Tipaza, P2 kheireddine, P3 Ain
Nouissy. P<0.050 : * significative comparativement au P1. P<0.001 : *** hautement

significative comparativement au P1.
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11.6.3. Test de piégeage du radical libre ABTS*+

L'activité antioxydante de I'extrait P3 a été mesurée a une valeur de 0.19 £ 0.033 mg/ml. Cette
valeur est tres significativement plus élevée que celle de I'extrait P1, qui a été mesurée a une

valeur de 0.145 £0.010 pg/ml, ainsi que celle de I'extrait P2, qui a été mesurée a une valeur de

0.146 £ 0.007 pg/ml. (Tab.23) (Fig.36). En utilisant une équation de la courbe d’étalonnage
de trolox (Fig.35). (Fig.37).

Tableau 23 : Les valeurs d'IC50 des trois extraits et de la référence.

Référence
Pr P1(Tipaza) |P2 (kheireddine)|P3 (Ain Nouissy) Trolox
IC 50 0,145+0,010 0,146+0,007 0,19+0,033 0,111+0,076
120,00%
g . y = 0,4535x - 0,3639
= 100,00% R?=0,9882
£ 80,00%
S 60,00%
b
«E 40,00%
S 20,00%
0,00%
0 0,5 1 15 2 2,5 3 35
Trolox (ug/ml)

Figure 35 : Courbe d'étalonnage de Trolox.
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Figure 36 : Taux d'inhibition du radical ABTS*+ par les trois extraits P1 Tipaza, P2 kheireddine, P3 Ain

Nouissy. P<0.010 : ** trés significative comparativement au P1, ## tres significative comparativement au P2.
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Le stress oxydatif joue un rdle dans le développement de nombreuses maladies. Par conséquent,
plusieurs traitements préventifs a base de propolis font actuellement I'objet d'investigations. Ils
visent a prévenir les processus oxydants et les complications qui en découlent, tout en évitant

les effets secondaires indésirables.

*L'opération d'extraction par maceération de la propolis 3g de chaque variété a 70% d’éthanol a
permis d'obtenir un résidu sec d'extrait brute de chaque variété avec un rendement de P1 de
17%, P2 de 13%, P3 de 40%. Des études ont été faite par Woo, SO, et al., (2015) ont indiqué
que la propolis de 5g a donné un rendement de 44 a 46% avec une concentration de 70%
d’éthanol la région de Suwon Korea, d’autres études ont été rapportés par Karagecili, H et al.,
(2023) de la propolis de la Turquie de 25g a donné un rendement de 75% qui est comparable a
nos études. Hernandez-Martinez et al., (2024) qui ont trouvé dans 10g échantillon de la
propolis du Mexique extraite a 80% éthanol par ultrason un rendement de 68 + 0,28 ° %, d’autres
études indiquées par ABDELLATIF, B et al., (2019) ont déterminer dans une propolis de 10g
extraite par 70% un rendement de 14.11 % DE la région du Tipaza d’Algérie et 13.37% de la
région du RELIZANE d’Algérie qui ont en méme ordre avec nos rendements. Abduh, MY, et
al .,(2023) ont révéleé que la propolis de 1g extraite a 80% d’éthanol par macération a donné un

productive de 6.6% D’Indonésie.

*Les propriétés physiques et chimiques de la propolis de chaque variété ont été déterminer par
plusieurs paramétres, tout d’abord le pH avec des valeurs de P1 de 4.03, P2 de 3.60, P3 de 3.90
de sort que le P2 est le plus acide. D’autres études ont été rapporté par ABDELLATIF, B., et
al ., (2019) ont indiqué la valeur du pH est de 4.5 de la région du Tipaza d’Algérie qui est
similaire a notre échantillon de la propolis de P1 de la région du Tipaza, et pH de valeur de 4.2
de la région de SOUK AHRAS d’Algérie. Abduh, MY, et al ., (2023) ont distingué un pH varie
de 5 a 5.30 de la propolis d’Indonésie, cela tout dépend de la région et les facteurs qui
influencent sur la récolte de la propolis. D’autres paramétres ont été identifié correspond a
I’humidité (teneur en eau) avec des valeurs variant de P1 totale de 8.367%, P2 de 16.133%, P3
de 14.9%, d’autres recherche a été rapporté par Pant, K., et al .,(2022) ont identifié le teneur
en eau de 3.78% de la propolis d’inde, Dias, LG et al .,(2012) ont quantifie le teneur en eau
avec une valeur de 5.3% de la région du Nogueira Portugal. La conductivité a été déterminer
dans les trois variétés de la méme valeur de 293.3mS, d’autres études indiquées par Atik, DS
et al., (2022) ont rapporté que la conductivite est de 0,41 = 0,01 mS\cmde la propolis provient
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De la région Kirklareli de la Turquie.L’bsorbance des trois extraits de la propolis P1, P2, P3 est
de valeur de 0.000 de la densité optique .de plus le titrage d’acidité libre a été déterminé en kg
dans les trois variétés avec les valeurs suivantes P1 de 1200kg, P2 de 7500kg et P3 de 6500kg
la détermination de HMF (hydroxy-méthyl-furfural) été réalisé avec eau distillé (tubel) et le
bisulfite (tube2), les valeurs de tube 1 ont supérieures par rapport au tube 2 avec des valeurs de
(P1 :356, P2 : 7569, P3 :3829) en mg\kg par contre tube 2 ont été déterminer avec des valeurs
de (P1:3851, P2: 1113, P3:2092) en mg\kg.

*Dans le cadre de notre étude, nous avons entrepris d'évaluer in vitro I'effet antioxydant des
extraits de propolis. Pour ce faire, nous avons réalisé des analyses phytochimiques afin de
déterminer les composés phénoliques présents dans les échantillons que nous avons étudiés.
Les résultats de ces analyses ont révélé une diversité notable de composés phytochimiques dans
les extraits de propolis, comprenant des tanins galliques, des coumarines, des flavonoides, des
terpenoides, terpénes, et des alcaloides. Ces composés étaient présents a des intensités variables
selon les trois extraits étudies. La présence de ces métabolites secondaires dans la propolis met
en évidence son potentiel en tant qu'élément intéressant dans la recherche en phytothérapie.
Cependant. Nos résultats sont en accord avec ceux de Dohou et al., (2003) et Meda et al.,
(2005), qui ont montré la présence des mémes principes actifs. Par contre, Konkon et al.,
(2006) ont noté 1’absence des alcaloides avec une présence des tanins. La forte présence des
principes actifs, explique leur fort pouvoir antioxydant (Bacha,2005 ; Canadanovic et al.,
2014 ; Bogdanov, 2016).

*Dans cette étude le dosage des métabolites secondaires de 1’extrait de la propolis a été réalisée
aupres de trois variétés en (P1),(P2),(P3), les propriétés pharmacologiques de la propolis
résultent ordinairement de la présence de ces composés phénoliques , la teneur totale en
composés phenoliques TPT de la propolis des trois variétés s’est révélé étre pour extrait P1 de
271.267+0.017 mg\EAG\100g , pour I’extrait P2 de 189.667+0.304 mg\EAG\100g , pour
I’extrait P3 de 400.3+0.180 mg\EAG\100g , ces résultats sont identique avec les valeurs
indiqués par Can, Z., Birinci, et al .,(2024) de 77.85 mg GAE/ml de la région anatolienne de
la Turquie , les résultats de la propolis anatolienne et la propolis de notre étude indiquent une
ressemblance étroite ,alors que Saroglu et al .,(2023) ont quantifié la TPT varie de 10,283 a

7264,5 mg\EAG\100 g de différentes régions de la province de Bayburt ,d’autres étude a la
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Malaisie a été inclus par Maroof, K, et al., (2023) ont évalué la TPT du valeur 52.80 + 4.29
mg\EAG\g. Cependant les résultats de Belfar et al., (2015) sont du méme ordre avec des valeurs
de (0,81 a 2,62 mg/g EGA) des regions de Boumerdes, Mostaganem, Bejaia and Ghardaia, en
revanche nos valeurs sont comparables a ceux rapportés dans le nord de I'Algérie par Nedji et
al., (2014), avec des valeurs allant de 100,90 a 257,40 mg\EAG\g dans les quatre régions
d'Annaba.

*La teneur en flavonoides totaux TFT s’est exprimée pour extrait P1 de valeur de
174.473£0.025 mg\EQ\100g, pour I’extrait P2 total de 197.333+0.018 mg\EQ\100g, pour
I’extrait P3, ces résultats sont similaires avec les valeurs rapportées par Can, Z., Birinci, et al.,
(2024) detotalde 19.34 mg\EQ\mlI de Ia région anatolienne de la Tiirkiye d’autres part Ozkok

, et al., (2021) ont mentionné qu'une simple propolis de la Turquie confis une valeur de TFT
divers de 152.56 mg\EC\g, additionnellement a Mohtar, et al., (2020) a été constaté que la
propolis du Venezuela, de I'Argentine et du Brésil présentait une TFT variant de 2,8 a 60,2
mg\EQ\g, également Rivero-Cruz, JF, et al., (2020) ont trouvé une TFT detotal de 64.32 &
87.5 mg\EQ\g, en outre les études de Soltani, EK, et a.,l (2020) ont rapporté que la propolis de
la région de Serdj el ghoul d’Algérie a donner une valeur de TFT identique a nos résultats avec
un total de 55.758+0.128 pg\EQ\mg .

*Au sujet de tanins, les extraits de propolis P1, P2 et P3 ont montré des concentrations variables.
L'extrait P1 a présenté une concentration de 191.166 + 0.005 mg/EC/100g dans les tanins
condensés et de 261.400 + 91.500 mg EAT/100g dans les tanins hydrolysables. L'extrait P2 a
affiché une concentration de 150.886 + 0.024 mg/EC/100g et 154.770 + 23.626 mg EAT/100g
respectivement. Enfin, l'extrait P3 a enregistré une concentration de 347.342 + 0.017
mg/EC/100g dans les tanins condensés et de 45.970 + 35.045 mg EAT/100g dans les tanins
hydrolysables. Comparativement aux résultats de I'étude menée par Debab M et al., (2017) sur
la propolis de Mascara, les quantités de tanins étaient comprises entre 27.53 + 2.78 mg/6 g.
Pour la propolis de Sidi Dahou, les quantités de tanins étaient de 4.86 + 0.12 mg/6 g d'aprés la
méme étude. En outre, les résultats de Garoui et al., (2012) indiquaient une variation de 2.93
mg d'équivalent d'acide catéchique (CAE)/g d'extrait. Par ailleurs, selon I'étude menée par
Ouahab et al., (2023), la propolis provenant de la ville de Souk Ahars a réveéle la présence de

tanins condensés.
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*Concernent le dosage des sucres totaux L'extrait P3 a affiché une teneur de 278.167 + 21.623
mg/EM/100g et I’extrait P1 a enregistré une teneur 77.550 £+ 15.127 mg/EM/100g. De méme,
I'extrait P2 a montré une teneur de 57.600 + 23.716 mg/EM/100g. Par ailleurs, Ces résultats
suggerent que les différentes préparations ou méthodes d'extraction utilisées pour les extraits
P1, P2 et P3 ont une influence significative sur les concentrations de sucres totaux. L'extrait P3
semble contenir une quantité plus élevée de sucres totaux, ce qui peut indiquer une plus grande
richesse en composés sucrés. Cependant les variations observées peuvent étre attribuées a

plusieurs facteurs, tels que les variations dans les sources des échantillons.

*La complexité du spectre FTIR-ATR de la propolis brute provient de sa composition chimique
complexe, Etant donné que le spectre FTIR de la propolis refléte sa composition chimique
globale, I'identification des bandes d’absorption, c'est-a-dire [l'attribution des groupes
fonctionnels dans le spectre IR du matériau de propolis brute, une allocation générale des
vibrations moléculaires dans le spectre de la propolis est présentée sur un spectre FTIR-ATR
dans les trois extraits de la propolis P1 , P2 ,P3 , des bandes d’absorption a été¢ remarqué dans
la plage de longueurs d'onde de 1700 a 1750 cm”-1 , en raison de la présence des groupes
carbonyles (C=0) présents dans les cétones et les aldéhydes , a 1’échelle d’onde de 3200 a 3600
cm”-1 a été déterminé une gamme d’absorption des groupes hydroxyles phénoliques (OH)
présents dans les alcools, les phénols et les acides carboxyliques ,et des groupes aliphatique (C-
H) tels que les alcanes et les alcenes a 1’échelle d’onde de 2800 & 3000 cm”-1 , un autre intervalle
d’absorption s’est révélé étre a longueur d’onde de 1500 a 1600 cm”™-1 , ces bandes sont
généralement désignée bandes de vibration des cycles aromatiques (C=C) , d’autres part des
bandes d’absorption s’est montré étre & longueur d’onde de 3500 & 3200 cm”- 1 ce qui signifient
la présence des amides (N-H) , et les nitriles (C=N) a1’échelle d’ondes de 2250cm”-1. D’autre
étude a été indiqué par Sveénjak, L, et al., (2020) qui ont étudié sur la propolis méditerranéenne
de la Croatie ont trouvé des groupes fonctionnels tels que les cétones et les aldéhydes , cycles
aromatiques , les alcools , alcanes et les alcenes (C=0), (C=C), (OH), (C-H) similaires a nos
études, Erdogan, U. (2023) qui a travaillé sur la propolis de la Turquie a déterminer déférents
groups fonctionnelles comme (C-0),(OH), (C-H) qui est en méme ordre a nos résultats , en
outre une étude sur la propolis de la région du nord de brésil rapporté par Ferreira, LMDMC

, et al., (2024) ont identifié des groups fonctionnelles y compris (C- N), (C-O), (N-H) , (C-H)
qui correspond les amides ,les alcanes ,les cétones... , autrement Rozykulyyeva, L., et al., ont
saisie des groupes fonctionnels ressemblée a nos résultats tels que les groupes amides(N-H)

, des groupes hydroxyle phénolique (O-H), d’autres études citées par Toutou, Z., et al (2022)
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qui ont travaillé sur la propolis algérienne de la région de Bejaia ont également indiqué la
présence des groupes aliphatiques (C-H) , des groupes phénoliques (O-H), des cycles

aromatiques(C=C) , et aussi des groupes carbonyles (C=0).

*La valeur IC50 est un paramétre largement utilisé pour mesurer I'activité antioxydante des
échantillons testés. Quelle est la concentration d'antioxydants nécessaire pour réduire la
concentration initiale de DPPH de 50%. Ainsi, plus la valeur IC50 est faible, plus l'activité
antioxydante est élevée, ’extrait P1 a montré une activité antioxydantes (IC50= 0.151+0.010)
mg\EAA\100g, pour I’extrait P2 a indiqué une AO (1C50=0.107+0.069) mg\EEA\100g,
I’extrait P3 présenté une AO (1C50=0.145+0.024) mg\EAA\100G, ces valeurs sont
comparables par rapport a I’acide ascorbique avec une AO (IC50=0.506+0.013) mg\100g, en
outre Cagri Akman, T., et al (2023) ont trouve que la propolis Pulumir de la Turquie extraite
par méthanol a donné une AO ( IC50=28,80 + 0,09) png/ml ,d’autres études ont rapportés par
Rivero-Cruz, JF, et al (2020) ont trouvés une AO ( 1IC50=43.2 £ 10.3)ug\ml de la Mexique
qui sont paralléles a nos résultats, d’autre part Ayad, AS, et al (2023) ont évalué une AO de
total de (IC50= 13,5 pug\ml) de la région de Médéa d’ Algérie , en supplément Soltani, EK, et
al (2020) ont estimé une AO de valeur de (IC50= 0,0194)mg\ml .

*En ce qui concerne l'activité antioxydante mesurée par la méthode ABTS, nous avons obtenu
les résultats suivants : I'extrait P3 a montré une valeur de 0,19 + 0,033 mg/ml, I'extrait P1 une
valeur de 0,145 + 0,010 pg/ml, et l'extrait P2 une valeur de 0,146 = 0,007 pg/ml .En
comparaison avec les résultats de Tiveron et al., (2016) et Picoli et al., (2016) pour la propolis
produite dans le sud du Brésil, ces résultats ont montré une gamme étendue de capacité de
piégeage allant de 19,0 & 1077 umol Trolox g—1. De plus, Narimane et al ., (2017) ont rapporté
une valeur plus élevée de 18,97 = 0,36 uM trolox/g pour la propolis de Régions du nord-est
algérien. Cependant, les résultats rapportés par Otmanea et al., (2020) pour les extraits
éthanoliques de propolis de différentes régions Ghardaia, Boufarik, Ain Defla et Batna
enregistrant des pourcentages de (3,59 + 0,00%, 3,83 + 0,02%, 3,74 + 0,01%, 3,72 + 0,01%).
Cependant la propolis de la ville de Souk Ahras (nord-est de 1’ Algérie) a montrer une activité
antioxydante ABTS des extraits. Ouahab et al., (2023).
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*Pour la méthode de FRAP les résultats obtenus dans notre étude, avec des valeurs de 241,833

+ 8,393 mI/EFeS0O4/100g pour l'extrait P1, 222,367 + 5,777 ml/EFeSO4/100g pour I'extrait P2
et 303,8 + 4,115 ml/EFeSO4/100g pour I'extrait P3, ces résultats sont différents avec les valeurs
rapportées par Sve¢njak et al., (2020) qui indiquent un effective de 0,1 a 0,8 mmol Fe2+/g pour
la propolis des iles de la mer Adriatique. Par ailleurs les résultats de Tlak-Gajger et al., (2017)
on démontres des résultats plus variées dans le test FRAP allant de 0,04 & 1,3 mmol Fe2+/g ont
été trouvés pour la propolis croate. Cependant les résultats de Tiveron et al., (2016) ; Picoli et
al., (2016) et da Silva et al ., (2018) était variait de 66,74 a 1164 umol FeSO4 g— de la propolis

produit dans le sud du Breésil.

*L'activité antioxydante de la propolis algérienne s'est avérée largement influencés par les
polyphénols et flavonoides. Ceci I'observation est en accord avec les recherches antérieures
concernant I'Inde (Laskar et al., 2010), la Chine (Yang et al., coll., 2011 ; Hatano et al., 2012)
et la propolis de Pékin (Sun et coll., 2015). En conclusion, la concentration de ces composés

contenus dans les extraits de propolis pourraient étre responsables de I'activité antioxydante.
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Conclusion et Perspectives _

Dans le domaine de la médecine alternative, de nombreux chercheurs se sont tournés vers
I'étude des propriétés thérapeutiques des produits naturels, qui offrent souvent des avantages
sans effets secondaires indésirables ni toxicité pour traiter différentes affections. Dans le cadre
de notre recherche, nous avons porté une attention particuliére a une propriété biologique
specifique d'un produit naturel, a savoir I'activité antioxydante de diverses variétés de propolis
Tipaza (P1), Kheireddine (P2), Ain-Nouissy(P3).

Au cours de cette étude, Nos échantillons ont été extraits par macération dans une solution
d'éthanol a 70%. Cependant, parmi les différentes variétés de propolis étudiées, celle de Ain

Nouissy (P3) a donné le rendement le plus éleve.

L’analyse physico-chimiques de nos extraits & indique que la propolis de Tipaza(P1) est moins
acide que les propolis de Kheireddine (P2) et Ain-Nouissy (P3). Par ailleurs la teneur en eau
de la propolis de kheireddine (P2) a marqué une forte teneur par rapport a celle de Ain Nouissy
(P3) et de Tipaza (P1). Cependant La conductivité électrique a montré une méme valeur des trois
propolis de chaque variété. De plus, La prescription de 1’absorbance de la variété de Tipaza
(P1) est plus élevée que les autres. De méme la détermination de HMF (hydroxy-méthyl-

furfural) a révéler que la variété de Tipaza (P1) est le plus fraiche.

L'analyse qualitative des trois extraits de propolis a mis en évidence la présence des

flavonoides, des tanins galliques, terpenoides ; coumarines et alcaloides.

Cette étude nous a permis de mettre en place une variabilité intéressante de teneur des
composants bioactives contenus dans nos différents échantillons, Pour les résultats de dosage
des polyphénols ont indiqué que la variété de Ain Nouissy (P3) a une teneur plus élevée par
rapport a la variété de Tipaza (P1) et Kheireddine (P2). Concernant le dosage des flavonoides ont
mentionné que I’extrait de Kheireddine (P2) & une teneur supérieure de la variété Tipaza (P1)
et Ain-Nouissy (P3). Cependant, parmi les variétés étudiées, la propolis de Ain Nouissy se

distingue par sa richesse en tanins condensés et hydrolysables, ainsi qu'en sucre totaux.

L'analyse par spectroscopie FTIR-ATR des trois extraits a révélé la présence de composés
bioactifs, tels que des acides phénoliques et des flavonoides. De plus, cette technique a permis
d'identifier les structures chimiques des meétabolites secondaires présents dans les échantillons

de propolis, ainsi que la présence de différents groupements fonctionnels.
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L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits de propolis a été réalisée a l'aide de
différentes techniques de dosage, notamment le test DPPH (piégeage du radical libre 2,2-
diphényl-2-picrylhydrazyl). Les résultats ont enregistré que la variété de propolis de Tipaza
(P1) et celle d'Ain Nouissy (P3) présentaient une activité antioxydante plus élevée que I'extrait
de propolis de Kheirddine (P2) selon ce test. Par ailleurs, le dosage FRAP (test de réduction du
fer FRAP) a également été utilisé pour évaluer I'activité antioxydante des extraits de propolis.
Les résultats ont indiqué que I'extrait de propolis d’Ain Nouissy (P3) présentait une activité
antioxydante supérieure aux autres échantillons. Ces résultats mettent en évidence les
différences d'activité antioxydante entre les différentes variétés de propolis étudiées. La
propolis de Tipaza (P1) et celle d'Ain Nouissy (P3) ont montré une plus grande capacité a
neutraliser les radicaux libres et a réduire le fer, ce qui suggere leur potentiel en tant qu'agents
antioxydants. Cependant I’activité antioxydante de I’ABTS (Test de piégeage du radical libre) &
informer que la variété la plus performante est de Tipaza (P1). Cela nous permet de conclure
que la propolis est une bonne source de divers antioxydants qui sont des substances
indispensables pour un fonctionnement équilibré de notre organisme tout en le protégeant

contre de nombreux radicaux libres.

Ce travail reste cependant fondamental, et il est appelé a étre approfondi, car de nombreux
points restent a élucider. En effet, il serait pertinent d'effectuer un dosage par HPLC-MS des
extraits afin de renforcer les résultats obtenus. De plus, des études in vivo seraient également
intéressantes a mener afin d'évaluer les propriétés biologiques du produit naturel, y compris son
activité antioxydante. Ces mesures permettraient d'approfondir notre compréhension de ses

effets potentiels et de déterminer son potentiel d'application dans divers domaines.
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Annexes 01
Tableau 01 : Préparation des extraits brutes.
Ballon + poudre
. d’extrait 5
Variétés Ballon Extrait brute
Tipaza (P1) 141.99 141.59 0.5g
Kheireddine(P2) 165.3g 166.3g 0.49
Ain nouissy(P3) 140.79 141.99 1.29

Annexes 02

Tableau 02 : Groupements fonctionnelsd’extrait Tipaza (P1) d’aprés analyse du FT-IR.

Classification

Groupements fonctionnels

Alcools Ph-CHR-OH
Alcools (R)3C-OH
Sulfure Compo R-SO3 H30
Akans (R)3CH
Sulfure Compo C-SO2-Cl
Ketones C=C-(C=0)-C
Ketones C=C-(C=0)-C=C
Ketones Ph-(C=0)-Ph




Tableau 03 : Groupements fonctionnels d’extrait Kheireddine (P2) d’aprés analyse de FT-IR.

Classification Groupements fonctionnels
Alkanes Cyclobutyl
Alcohols R-CH2-OH
Alcohols Ph-CHR-OH
Ketones C-(C=0)-C=C-OH
Ketones C-(C=0)-Ph-pOH
Ketones R-(C=0)-C=C-NH2
Ketones C-(C=0)-Ph-gpNH2
Ketones Naphthoquinones

Amides R-CO-NR2
Guanidines RNH-(C=NH)-NHR




Tableau 04 :

Groupements fonctionnels d’extrait Ain-Nouissy(P3) d’aprés 1’analyse de FT-IR.

Classification

Groupements fonctionnels

Alkenes RCH=CHR cis
Alkanes Cyclobutyl
Phosphorus P-ClI
Sulfur Comp S-S
Azines RCH=N-N=CHR
Hydroxamic (C=0) NH-OH
Hydrazones CH=N-NH2
Amidines N=CH-N
Alcohols R-CH2-OH
Alcohols Ph-CHR-OH
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