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Abstract
In this work, we made the study of one of the bemlpcts that is the propolis, for the determinatdrits
chemical composition, its antioxidant and scaverfgbe free radicals effect.
The collect of samplesas made in four regions of Algeria: Tlemcen, Tizou, Guelma and M'sila.
After the hydroethanolic extraction ( 70%), we gmeal the residual with the GC/MS device. We gotuabo
90 compounds in the four samples, and the moreipadlyphénols between phénolic acids and theares
and flavonoids.
The test of the antioxidant effect of the ethandidract of the propolis, on the polymorphonuclear
neutrophils (PMNSs), stimulated by fMLP and PMA, gax very good results, these last showed thathéor t
stimulation by fMLP, the concentration (1pg/ml) thle propolis extract of the four samples, has @ hig
antioxidant effect, but in the stimulation by PMAg propolis didn't show a considerable effect tlanh the
concentration (2,5 pg/ml)

This effect is due to the phenolic compounds coethin the propolis.

Résumé

Dans ce travail on a fait I'étude de I'un des mitalde I'abeille qui est la propolis, dans le datdéterminer
sa composition chimique, et de tester son effébmydant et scavenge des radicaux libres.

On a fait la récolte de quatre échantillons derlapglis, de quatre régions de I'Algérie : Tlemcdigi-
Ouzou, Guelma et M’sila.

Aprés l'extraction hydrauéthanolique (70 %), onnalgsé le résidu par la technigue GC/MS. On a abten
environ 90 composés dans les quatre échantillarguk part sont des polyphénols entre acides fihére

et leurs esters et flavonoides.

On a testé l'effet antioxydant de I'extrait éthaqoé de la propolis sur les neutrophiles humaindNB),
stimulés par fMLP et PMA. Les résultats obtenus pmntré que pour la stimulation par fMLP, la
concentration de 1pg/ml de I'extrait de propoks djuatre échantillons a un grand effet antioxydazour la
stimulation par PMA, la propolis n'a pas montréefifet considérable qu’a partir de 2,5 pg/ml .

Cet effet est d0 aux composés phénoliques conttamssla propolis.
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Introduction générale

La propolis ou colle d’abeille est un mélange carplde plusieurs composeés organiques, et
inorganiques, utilisée par I'abeille comme codleduit et antibiotique.

Elle la récolte a partir des résines de certambges, spécialement le peuplier, au niveau des
bourgeons et écorces, puis elle I'additionne cepnes sécrétions ; cette matiere balsamique
gommeuse a attiré l'attention de I'homnggi I'utilisée au début, dans la médecine
traditionnelle comme un antiseptique, antibiotigieanti-inflammatoire ....;, Récemment a
intéressé plusieurs chercheurs, car ce produihdins tres bénéfique pour I'abeille, suscite
beaucoup d’intéréts pour 'lhomme, et constitueéldment susceptible de fournir de nouveau
produits, qui pourraient avoir une protection ptausanté humaine et animale ; actuellement
elle est employée dans des milliers de pharmaotesndnde, des centres médicaux, des
cliniques de médecine humaine ou vétérinaire, alesratoires expérimentaux.

Dans le monde entier, de nombreuses études sosaae@es a la propolis, source importante
de composés phénoliques, notamment les flavonoidaéisers substances de propolis
récoltées de différente régions de monde ontd&stifiees; dont les acides phénoliques, les
flavones, les flavonols et les flavanones marqueats présence permanente - €léments
standards de la propolis-Ces composés phénoliques possédent certaines tetivi
biologiques : germicide, bactériostatique, antiamfmatoire et anti-virale ....etc..

C’est pour cela qu'on a jugé utile de réaliserre@dil sur la propolis algérienne, dont notre
objectif est de caractériser les polyphénols die grécieuse matiére récoltée sur le territoire
algérien, et de tester leurs applications thérigees.

Dans notre travail nous avons récolté quatre édluanst de différentes régions de I'Algérie :
I'est (Guelma), le centre (Tizi-ouzou), 'ouestgiricen) et le sud-est (M’sila).

Puis nous avons étudié sa composition chimiggre polyphénols-, en utilisant une méthode

d’analyse trés développée (GC/MS).

Les polyphénols de laropolis Algérienne



Introduction générale

Le deuxieme volet de ce travail est de tester p@mciéé biologique de cette matiére précieuse,
OU nous sommes intéressés a l'une de ses activitésimiques, c’est I'activité antioxydante
en utlisant une méthode tres récente, c’est lamitlininescence, en stimulant des
neutrophiles humains par fMLP et PMA.
Pour cela nous avons présenté notre travail es ¢tapitres :
- Le premier est la partie théorique, ou nous ayamk de la propolis, son origine, son
utilisation comme nous avons cité quelques étdégsfaites.

La partie dominante de la composition de la prapoles polyphénols- a eu la part du
lion dans ce chapitre : leurs classifications ebspinthéses, les différentes
techniques de leurs identifications et leur impaoctabiologique.

-Le deuxieme chapitre illustre les résultas obtelauss interprétations et discussions.
-Le troisieme chapitre expose les différentes tephes et protocoles opératoires

utilisés, ainsi que les descriptions de produit&tériels mis en service.

Les polyphénols de laropolis Algérienne
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[-1 LA PROPOLIS

[-1-1 DEFINITION

La Propolis désigne toute une série de substances résinegsasneuses et balsamiques, de
consistance visqueuse, recueillies sur certainesepalbourgeons et écorces essentiellement) de
végetaux (certains arbres principalement) par hesllas, qui les rapportent a la ruche et qui les

additionnent et les modifient vraisemblablemenpartie par I'apport de certaines de leurs sécrgtion

propres (cire et sécrétions salivaires essentieﬂﬂeﬁi” [2]

[-1-2 HISTORIQUE DE LA PROPOLIS:

Depuis la plus haute antiquité 'lhomme s’est ie$8E aux abeilles et a ses produits : le miel, le
pollen la cire, le venin, la gelée royale et enldiPropolis

La Propolis est beaucoup moins anciennement connue que le deelétudes confirment que son
utilisation remonte a I'Egypte antique et de fagmrtaine au Greéd [4]; d’'ou viens son nom
« pro »: en avant et « polis » signifie la citéla ville (31 en fait ce nom provient du fait que les
abeilles utilisent cette substance a I'entrée dadad®!.

Les anciens égyptiens, l'utilisaient pour embautesrcorps des défunts, en enduisant avec de la

Propolis les bandelettes des momies, pour leur assuremeiikeure conservation, et pour soigner et
anesthésier les caries dentaités.
Aristote en parle dans son livre « Histoire desmanix » et la considere comme « remede aux

infections de la peau, plaies et suppurating ».

Les arabes s’en servaient pour traiter les eczémbsatténuer les douleurs musculaires ou
rhumatismales’]

En Europe, on trouve quelques traces de son udags, le traitement des plaies aux 18 €%
siécle, mais c'est surtout a l'occasion de la guées Boers en Afrique du Sud , qu'elle connait son

apogeée d'utilisation, dans le cadre de ses prégrasinfectantes et cicatrisafibs

En EX URSS (union soviétique) les apiculteurs dilisé la Propolis comme un médicament pour

les animaux depuis le début de 19 ° siddie

Les polyphénoles de Rropolis Algérienne 3
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[-1-3 UTILISATION DE LA PROPOLIS DANS LA RUCHE :

La Propolisest utilisée a de nombreuses fins a l'intériedadache :
- Pour construire éventuellement de véritables baside défense.
- Pour rendre la ruche parfaitement hermétique, pigamteune bonne isolation thermique.
- Pour vernisser I'ensemble des surfaces intérieafiesg'en supprimer les aspérités.
- Pour recouvrir d'une fine pellicule les nouveauyorss, ainsi que l'intérieur de la totalité des
cellules avant que la reine ne vienne y pondradsie stérilisation).
- Pour enduire, combinée avec de la cire, les patitmmaux ou insectes, qui ne peuvent étre

évacues, sorte d'embaumement s'opposant ainsiedd@compaosition putride.

- Enfin, pour consolider les cadrEd. 19

[-1-4 ORIGINE DE LA PROPOLIS:

La Propolisa deux origines :

a- origine externe : les principales essences d'arlm@snues pour étre productrices de
Propolis sont représentées par différents coniferps, sapin, épicéa ; plusieurs especes
de peupliers (qui semble la source la plus impte)arfaulne; le saule; le marronnier
d'Inde; le bouleau; le prunier; le fréne ; le chénhkorme.

b- origine interne : d’apreés les chercheurs allemanas?ropolis serait résidu résineux,

provenant de la premiere phase de la digestionotlerpdans un petit organe, situé entre
le jabot et I'intestin moyeFlO] :
Il faut toutefois noter que IAropolis différe, tant de point de vue qualitatif que qutatif des résines
végétales, dont elle est issue; la matiere réssmdurute est additionnée de cire, de secrétions

salivaires de pollen et de divers impuretés, donnaissance a une substance tout a fait originale.

La structure microscopique de Rropolis est maintenant assez bien connue grace au miE®sco

électronique a balayaEé.

[-1-5 RECOLTE DE LA PROPOLIS:

[-1-5-1 : Par I'abeille :
La récolte de l@ropolis est faite par un nombre restreint d'abeilles @wes butineuses trés

spécialisées dans cette activité, puisqu'ellesengbkent pratiqguement effectuer aucun autre
travail au sein de la colonie, si ce n'est un ftararelation directe avec cette récolte, a savoir

le colmatage a l'intérieur de la ruche.

Les polyphénoles de Rropolis Algérienne 4



Chap |

Partie Théorique

Cette récolte, qui ne répond pas a des reglesddifimes et constantes, dépend de nombreux

facteurs, parmi lesquels nous pouvons dégageradtsam les plus notables :

Facteur saisonnier : la récolte a lieu, selon &5 soit au début de la saison, c'est-a-dire au
printemps, mais le plus souvent et principalemeatfan de la miellée ou soit a I'approche
de l'automne, au moment ou la colonie commenc@Egzaratifs d'hivernage ; de plus, il
faut mentionner gu’au moment ou la miellée de meesaila plus abondante, que la récolte
de Propolisest la moins importante, les abeilles semblansataonsacrer moins de temps

et moins d'efforts;

Facteur géographique : c'est ainsi, entre autyes,les ruches situées dans les régions

boisées, propolisent davantage que les ruchesadepl

Facteur climatique : les abeilles spécialiséess darrécolte de I#®ropolis déploient en
général leur activité au cours des journées chafidegpérature le plus souvent supérieure
a 20°C) et en outre, pendant les heures les miguasées, a cette chaleur, ceci du fait que

les substances ramassées sont trop dures poexptoiées en dehors de ces horaires;

Race d'abeilles: c'est ainsi qu'il est reconnulgaeCaucasiennes et certaines autres races
d'Asie Mineure propolisent en général davantage lgsieautres, mais dans de nombreux

autres cas, les données d’information en ce quicerme ce facteur sont encore

insuffisantes pour établir des comparaisons pré(:ﬁjsle

[-1-5-2 Par 'homme :

L’homme récolte I@ropolispar plusieurs méthodes :

Par grattage : cette méthode consiste a gratinolaolis qui dispose sur les parois internes de

la ruche, et sur toute la circonstance des cadres.

Par les grilles : c’est une méthode trés efficadgedqnne une tres bonne qualitéRl@polis;
elle consiste & mettre des grilles ou des toilbsnérée de la ruche, I'abeille bouche par de la
Propolis les interstices des grilles ou toiles, I'apicuttehange toutefois ces toiles ou grilles,

il les mis dans un congélateur pendant quelquesebglaPropolis se décolle facilement des

grilles.[5]

Les polyphénoles de Rropolis Algérienne 5
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[-1-6 PROPRIETES PHYSIQUES ;

La Propolis se présente sous l'aspect d'une substance destaowsi variable, en fonction de la
température ; dure et friable a 15°C, molle et ésdile aux alentours de 30°C, et collante et gluante
au-dessus, jusqu'a fondre vers 60-70°C en moyemais,le point de fusion peut aller jusqu'a 100°C,
et au-dela, chauffée doucement au bain-marie, sellelivise en 2 parties bien distinctes : Il'une

visqueuse qui tombe au fond, l'autre liquide (dedPropolis), qui surnage a la surface. Elle trouve
nombreux usages dans le domaine apiéale.
la Propolisa une couleur trés variable selon sa provenatiest du jaune clair au brun trés foncé,

presque noir, en passant par toute une gamme de lxtrémement riche et étenéhlie,une
saveur souvent acre et parfois amére. Son odewadable selon son origine; en général ardbme
agréable et douceatre, mélangé a celui du midh dee et d'autres produits (cannelle, vanille,)et

Si elle est brilée, elle dégage une odeur d'ertcemslélicate en rapport avec les résines aroneiqu
gu'elle contient?!

La Propolis est peu soluble dans I'eau, partiellement soldales I'acétone, I'alcool, 'ammoniaque,

le benzene, le chloroforme, I'éther, le trichloy&he, etc..., et seul un mélange adéquat de diff€ren

solvants permet de dissoudre la quasi-totalitéede:emposan%] .

[-1-7 COMPOSITION ANALYTIQUE

La composition de |&@ropolis est variable selon la source végétale visitéelgmrabeilles, mais
présente tout de méme qualitativement de nombresigbstances, qui s'y retrouvent de fagon
constante et relativement stable, constance eériéé confirmée par des travaux d'analyse

chromatographique, effectués sur de tres nombrelandillons .

Globalement et généralementPeopolisrecueillie dans la ruche est constituée de :

- 50 a 55% de résines et baumes;

- 25 a 35% de cire (soit 30% en moyenne) ;

- 10% d'huiles volatiles ou essentielles;

- 5% de pollen (les pollens présents danBrigpolis le sont par accident, au méme titre que ceux
retrouvés partout dans la ruche);

- 5% de matieres diverses organiques et minérales.

Les polyphénoles de Rropolis Algérienne 6
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Elle est riche d'un grand nombre de substancesrat@ss et d'oligo-€léments, parmi lesquels nous

trouvons en patrticulier : Al , Cr, Cu ,Fe, Zn, Si, Pb, Mn et colld

[-1-8 COMPOSITION CHIMIQUE DE LA PROPOLIS:

Plusieurs études, ont été sacrées pour détermaimentposition chimique de paopolis:

Marekov et autrel?ont étudié la composition chimique de Raopolis Bulgare, en utilisant des
méthodes d’'analyses chromatographiques et spectrdlleLC, MS, RMN.

lls ont distingué que I&ropolis est une substance tres complexe de composés Isaeirds ont
identifié un nombre important de polyphénols efldeonoides (flavones, flavonones et flavonoles),

ces composeés représentent un grand pourcentagedmposition de IRropolis

Bankova et autrds¥ ont utilisé la méthode de la chromatographie tpl, pour la détermination
des composés phénoliques contenus dafsdpolis ils ont isolé quatre éléments phénoliques,
comme ils ont testé l'effet biologique de ces cosgs; et conclure a la fin que la meilleure
extraction de laPropolis est I'éthanol dilué a 70 %. Aprés avoir fait letests biologiques, ces

éléments identifiés ont montré une grande effiéacit

Bankova et Christo¥ ont étudié les composés phénoliques derpolis, en utilisant une autre
méthode, qui été la technique la plus développéEpaque :la chromatographie en phase gazeuse
(GC) avec un détecteur électronique; ils ont abauka quantification des composés phénoliques

particulierement les flavonoides .

Zhou et autre2 ont analysé laPropolis de la région de Beijing, en basant sur I'étude des
flavonoides, dont ils ont identifié pour la prengidois 3 nouveaux flavonoides.

Bankova et autre&® ont analysé les composés phénoliques drdaolis bulgare et mongolienne,
pour déterminer la relation composition - floreette étude a montré que la composition chimique

des deux échantillons, ressemble a celle des bonsgie peupliers, qui se trouve dans ces régions.

Giuseppina N et autréd] ont fait I'étude de 14 échantillons deRaopolis brésilienne, en utilisant
des méthodes d’analyses chromatographiques etrepampiques, pour déterminer les pourcentages
des composés organiques, selon le nombre de cadpgdit® contiennent. lls ont trouvé que les

composeés avec £et Cyosont les plus dominants ; comme ils ont montré lguechesse de la

Propolisdépend de la déversité florale de site ou ell& pélevée.

Les polyphénoles de Rropolis Algérienne 7



Chap | Partie Théorique

Marcucci et autredt® ont inspecté les composés phénoliques daRsdjpolis brésilienne, et ils ont
étudié la relation qui existe entre la compositarimique et le site géographique : 18 composés
phénoliques ont été identifies par HPLC, lintétation des résultats a permet de classer les
échantillons en 3 catégories selon les 3 sitesrédieyement ; a cet effet une relation composition

chimique- source florale a été vérifiée.

Velikova M et autred™@ ont cherché l'influence des facteurs géographigclenatiques et la race de
I'abeille sur la qualité de IRropolis plus exactement sur sa composition chimiquels ent fait des
analyses GC-MS pour déterminer par exactitude maposition des 21 échantillons provenant de 12

régions difféerentes de Brésil.

Bankova et autrd€? ont étudié 10 échantillons dePRaopolis: 4 de la Bulgarie ; 3 de I'ltalie et 3
de la Suisse. lls ont montré l'influence de ladlde site et la période de la récolte, sur laitpude la
Propolis; comme ils les ont comparés ave®tapolis standardRropolisde peuplier ), d’aprés cette
étude, le pourcentage des composeés phénoliqueseardre 40 et 75 %, cela est semblable pour tous
les échantillons, a I'exception de celui de I'kakjui été récolté d’'une région pauvre en peuplier.
D’apres ces chercheurs, il a eu un pourcentageébre®n composeés phénoliques (1,3 %), par contre
il été trés riche en tri terpénes (53,2%), cecij@séifié par 'absence du peuplier dans la régien

prélevement.

Apres I'étude de plusieurs échantillons d@tapolis des déférentes régions du monde, Bankola

a abouti a la standardisation des méthodes dertraiit de l&ropolis; dont 7 points ont été poseés.

Velikova M et autre®? ont étudié plusieurs échantillons pl@polisde la région méditerranéenne ,
- dont deux échantillons de I'Algérie (M’sila et &dantine) - en collaboration avec le professeur
SAADI Houcine, cette étude a permet de comparawotaposition chimigue de cgsopolis, les
résultats obtenus ont prouvé que le climat, etdeefont une influence directe sur la qualité de la

propolis, les deux échantillons de I'Algérie ont montré deantités considérables terpenes.

Shigenori et autrdéd; ont étudié laPropolis de la région de I'Uruguay, ils ont identifié 18
flavonoides, dont 2 constatés pour la premiere @laiss laPropolis; 4 acides aromatiques et 11
composés phénoliques. La composition chimigque d&daolis de cette région est similaire a celles
de la Chine et de I'Europe, d’'aprés les chercheette similarité montre qu’elles sont de méme

source botanique.

Deux échantillons de IRropolis de Turquie ont été analysés par Murat et a{?t‘ﬂasdans cette
étude 24 composés ont été identifiés pour la prenfigis dans laPropolis. 8 constatés dans le
premier échantillon et 18 dans le second.
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Chia Ch Chang et autrdé” ont identifié les flavonoides contenus dangfapolis, en utilisant 2
méthodes colorimétriques. Les pourcentages desritades d’apres CHIA varient entre 10,38 et
25,13%)

I-1-9 L’activité anti-oxydante de laPropolis :

La Propolis a prouvé une activité antioxydante tres forte, dusa composition chimique, elle

contient un grand pourcentage des flavonoides £tpdé/phénols qui sont trées connus comme des

antioxydants tres forfé®

On cite dans ces lignes quelques études déja faite

Yanishlieva et autrdé”! ont testé lefficacité de l'extrait méthanoliqgue da Propolis, et ses
flavonoides isolés, comme des anti-oxydatives &g slystemes lipides. Ils ont conclu que l'effet
anti-oxydant n’est pas d0 uniguement aux flavormideais a d’autres éléments comme I'acide

caféique et ces dérives.

Krol et autres®® ont isolé 19 composeés phénoliques de EEP, poues$tsr sur les radicaux libres

géneérés par des neutrophiles stimulés par PMAtiksant la technique de chimiluminescence.

Une grande influence été prouvée a une condemtrde 10 pg/ml dont le phenethyl-ester d’acide
caféique été considéré comme I'élément ayaniue grand effet, d’autres part trois flavones eistr
flavonoles, a la méme concentration deuXfIml ont diminué la chimiluminescence avec un
pourcentage de 73-93 % . De cette étude, ils amtlgent que tous les composés phénoliques de la

Propolisont une tres forte action anti-inflammatoire.

Une étude de ldropolis de I'Argentine est faite par Maria et aut@, dont ils ont étudié la
composition chimique de IBropolis de déférentes régions de I'Argentine. lls ont aheieé que la
guasi-totalité de sa composition sont des flavaemidussi ils ont testé I'influence de ces derrgars

les radicaux libres. Les résultats obtenus montgeriine concentration de 20g/ml de chaque

échantillon donne une inhibition allant de 20 &40

Yun seon Song et autt®? ont testé l'effet de l'extrait alcoolique dePaopolis (EEP), sur I'oxyde
nitrique (NO) synthétisé par le INOS (nitric oxidgnthase), des résultats satisfaisants ont été
obtenus, en ce qui concerne linhibition de cesxd&éments responsables de l'inflammation, cette

étude a prouvé l'activité anti-inflammatoire deéPiapolis

La réduction des radicaux libres par Raopolis été étudié par Ichkawa et autFé@, des
concentrations utilisées a l'ordre de 2% avaiengiand effet d’inhibition sur le superoxide généré
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I-2 Les Polyphénols

Les composés phénoliques, forment un grand grodpérogéne de métabolites secondaires des
plantes, ils sont tres répandus dans le regnealéggnthétisés par plusieurs voix, au pointslgu’i

forment un tres vaste ensemble de substancesegtlifficile de définir simplement.

lls participent a la défense des plantes contradgessions environnementales. C’est pourquoi 80%

des composés phénoliques vont étre essentiellataastles tissus épidermiques des fruits.

Ceux sont des phytomicronutriments et ceux sonémdement des pigments, responsables des

teintes automnales des feuilles et des couleurfiales et fruits (jaune, orange, rougg)z.]

C’est une classe constituée d’environ 8000 compdisésont devisés en plusieurs catégories :
- Les acides et esters phénoliques, les flavonoides

- Les tanins obtenus par polymérisation des flavaemid

- Les lignanes qui, avec les iso-flavones, sont noesnmpéyto- oestrogénes

- Les coumarines ..... etc

L’élément structural fondamental qui les caraceast la présence d’au moins un noyau benzénique,
auquel est directement lié au moins un groupe hydirdibre ou engagé dans une autre fonction :
éther, ester, hétéroside.

Donc les composés phénoliques présentent ungraede variété de structur&é

Le tableau suivant montre les structures de baspidiques classes des polyphéﬁéls:

Nombre d'atome| Squelette de base Classe Structure de base
de carbone
6 Cs Phénols simples

Y

benzoquinones

7 Ce-C; Acides phénoliques

COoH

sle

8 Cg-Co Acetophénone , acides

COCH,
phénylacetique

CH,-COOH

o)
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9 Ce —C3 Acides hdroxycinnamique , @GH_CH coon
phenylropenes , @_CHE_CH%W
coumarines, isocoumarines @:Ojo m
- a 0
10 Ce—Cy Naphtoquinones O:
13 Ceg-C1-Csg Xanthones O | C
14 Cg —Cy —Cg Stilbenes O
anthrachinones
15 Ceg -C3-Cg Flavonoides et isoflavonoide O
18 (C6=Ca)s Lignanes
30 (C6—-C5-Cs), Biflavonoides
(Ce —C3)n Lignines
Caticholmelagni
. (Ce)n aticholmelagnines
(Ce —C3-Cg)n

Tanins condensés

Tableau N° 1 : Squelette carbonique de quelqussetades polyphénols
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lls sont présents partout dans les racines, les,tigs fleures, les feuilles de tous les végétaes.
principales sources alimentaires des polyphénais :sles fruits et légumes, les boissons (thé,,café
jus de fruits), les céréales, les graines oléageeet les légumes sec. Les fruits et légumes

contribuent environ pour moitie a notre apport etyphénols.

Les petits fruits sont extrémement riches en acleénoliques, comme la myrtille. Les flavonols
sont essentiellement apportées par I'oignon, ponnoeoli, haricots verts, chou petit fruit et thé.
On trouve des flavanones dans les agrumes, ddavisnés dans la soja, des flavanols dans le thé,

des anthocyanes dans les fruits et légumes colovéges ou bleu) et pro-anthocyanidines dans

divers fruits et boissons ( thé, cidre et chocpl@?]
On se limite dans cette étude aux groupes suivants

- Les acides phénoliquesle terme d’acide- phénol peut s’appliquer a ti@gscomposés organiques,

possédant au moins une fonction carboxylique ehyaroxyl phénolique[.33] Les deux groupes
essentiels des acides phénoliques sont les acidgdroXybenzoiques et les acides

hydroxycinnamiques. Ces derniers sont des dénless molécules non phénoliques qui sont

respectivement I'acide benzoique (1) et 'acidenamique (2§35]

(0]
o OH //
~ =
OH
(1) Acide benzoique (2) Acidmigamique

- Les coumarines: tirent leurs nom de « coumarou » qui est le n@maculaire de feve tonka

(Dipteryx odorata Willd ; Fabaceaead’ou fut isolée en 1820 la coumarifd . lls sont responsables

de I'odeur caractéristique de foin ; ils sont tre@siques. En 1996 au moins 1300 coumarines ont été
identifiees0

- Les flavonoides: L'expression flavonoide a été introduite en 1982 Geissman et Hinreiner pour
désigner tous les pigments ayant un squel€ge-C3 - Cg, analogues a celui des flavones (y

compris les anthocyanes), provenant du latin flayuisignifie jauné37] :

On recense 4000 flavonoides dans le regne végéal ;flavonoides sont eux méme classés en

fonction de leurs degrés d’oxydation en 6 grarui@sses.
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[-2-1 ACIDES ET ESTERS PHENOLIQUES:

I-2-1-1 Acides — phénoliques dérivés de 'acide broigue:

Les acides phénoliques eng&4, dérives hydroxylés de l'acide benzoiq(fég.1), sont trés
commun aussi bien sous forme libre que combin@tat Id’ester ou d’hétéroside. L'acide gallique et
son dimere sont les éléments constitutifs des $dnydrolysable?3] .

Le tableau N°2 montre quelques structures de eedigride phénoliqu@g] .

O\ OH

(2

R3 R
R>

Fig. 1: Structure de base des acides - phénoliquesédédie I'acide benzoique

Tableau N° 2 : Acides - phénoliques dérivés deda benzoique

Nom R1 R2 R3
Acide benzoique H H H
Acide hydroxy-4- benzoique H OH
Acide méthoxy-4- benzoique H OCHj H
Acide protocatéchique OH OH H
Acide gallique OH OH OH
Acide vanillique OCH3 OH H

|-2-1-2 Acides - phénoliques dérivés de I'acide amamique :

La plus part des acides phénoliques ef+@©; : acides p-coumarique, caféique, ferulique (tablea

N°3) ont une distribution trés large; les autres (Ecide 2-coumarique (3)) sont peut fréquents.

Rarement libres, ou alors sont des artefactsoils souvent estérifié{§3] )

Le tableau N° 3 montre quelques structures depe diacide phénoliqdé8] :
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Chap |

Partie Théorique

H=CH -Rs

R
R-

Fig. 2: Structure de base des acides - phénoliquesédédir I'acide cinnamique

Tableau N° 3 : Acides - phénoliques dérivés dadacinnamique

Nom R1 R2 R3
Acide cinnamique H COOH
Acide p-coumarique H OH COOH
Acide caféique OH OH COOH
Acide Férulique OCH3 OH COOH
Acide Isoférulique OH OCH3; COOH
OH
O
\
OH

(3) Acide 2- coumarique

|-2-1-3 Esters phénoliques dérivés de I'acide cimamique :

Apres estérification des acides précédents onlasasters suivants :

- Ester d’alcools aliphatiques (acide caféyol-tque(4), féruloyl-tartrique (5) et caféyol-maliq(@)

COOH COOH
CHOH CHOH
ocC (0] CH OC——O0O———CH
COOH COOH
/ /
HO MeO
OH OH

(4) Caféyol-tartrique (5) Féruloyl-tartrique

HO

COOH

CH,

ocC

(e}

CH

COOH

(6) Caféymhlique

Les polyphénoles de Rropolis Algérienne

14



Chap | Partie Théorique

- Ester de l'acide quinique (acide chlorogéniqug €t acide rosemarinique (8) et lithospermique (9)

lls peuvent également étre amidifiés, ou combinéx a@les sucres : ester de glucose (c'est la cas le

plus fréquent) ou éther du qucoé%?.’]

HO COOH
OH
"o o /0 o Hooc
OH
T HO S o OH
HO
OH
OH
(7) Acide chlorogénique (8) AMeirosemarinique

(9) Acide lithospermique

[-2-1-4 : propriétés physico-chimiques :

Les phénols sont en principe solubles dans lesastdvorganiques polaires ; ils sont aussi solubles

dans les solutions d’hydroxyde de sodium et dearsate de sodium.

Les acides phénoliques sont solubilisés par lesogghocarbonates ; ils sont extractibles par les

solvants organiques en milieu Iégerement acide.

Les formes hétérosidiques de ces composés phéeslispnt, classiguement, solubles dans l'eau.
Tous ces composés sont instables. Tous les phésatedacilement oxydables, surtout en milieu
alcalin, les dérivés cinnamiques tendent a s’is@®eren solution aqueuse sous l'influence de

rayonnement ultraviolet.

Les ester cinnamiques d’hydroxy-acides, s'isonsétigacilement, en milieu acide ou alcalin pour

donner des mélanges d’'isoméres de position acideogénique (7)[33]
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|-2-1-5 Extraction et propriétés chimigue des acide phénoliques :

L’extraction de ces composés, conduite de préférenc du matériel frais, est généralement obtenue
a l'aide d’'un alcool, mais pour extraire moins ddvstances lipophiles et éviter une estérification

partielle des acides phénoliques, une solutiondwydicoolique est favorisée.

Compte tenu de la fragilité de ces molécules,tiresommandé de travailler sous atmosphére inerte,
d’éviter les PH excessifs et de concentrer lestisnis extractives a basse température (30°C).
Une réextraction de la solution aqueuse par lesaatd non miscibles, de polarité croissante, permet

de séparer les formes libres, les esters et |ésdsities

L’analyse des composés phénoliques simples, eaddss phénoliques d’'un végétal est couramment
réalisée en CCM, en CPG (apres silylation ) etfotiELC .

La CCM utilise des mélanges solvants, contenanplles souvent un acides (acétique, fourmique ) et
des supports de type cellulose, silice ou mélamgedeux. Les plaques sont révélées par des réactifs
généraux des phénoles (chlorure ferrique, vanittimerhydrique, 2,6-dichloroquinone chlorimide en

milieu alcalin).

La méthode analytique de choix est la HPLC. Energginérale elle est mise en ceuvre sur des phases

inverses (Ex : @), éluées avec des mélange d’eau, d’alcools (etamétonitrile) et d’acides (pour

limiter I'ionisation) 39

-2 -2 : LES COUMARINES :

Les coumarines sont des substances phénoliquesédsrde I'union de noyau benzéniqueaet

pyronel®¥

lls ont plusieurs activités biologiques : anti-arfimatoire, antivirale. Vue leur toxicité trés élevies
communautés médicales les utilisent avec une granéeaution, c’'est pour cela que beaucoup

d’études sur les animaux ne peuvent étre extrapae@eles étres humains, ce qui a limité l'intérét

pharmacologique des drogues a coumarti@s.

|-2-2-1 Structure chimique et classification :

En dehors de quelque cas, dont la coumarine (j@me, toute les coumarines sont substituées en
C-7 par un hydroxyl . La 7-hydroxycoumarine (119noue sous le nom d’ombelliférone (11) est le

précurseur de 6,7-dihydroxycoumarine (12) et 6tiitdroxycoumarine (13).
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Les hydroxyls de ces coumarines simples peuveatnééthylées ou, cela n’est pas rare, I'un d’eux

peut étre engagé dans une liaison hétérosid[iﬁ%le

5 4
6
X 3 N
2
! o) \o N\
8 1 HO 0 e}
(20) Coumarine (11) Oefiiférone
HO
X
HO
X S
HO 0 o)
N\
HO 0 o) OH
(12) 6,7-dihydroxycoumarine (13) 6, 7,8-trihydroxycourma

En général les coumarines sont classées en gadégocies comme sultd:

- Les coumarines simples : dont I'élément structsudlie soit une hydroxylation, une alkoxylation
ou une alkylation

- Les furano-coumarine : les éléments de cette farndhsiste un hétérocycle pentagonale qui est

le furane (14) attaché au noyau coumarinique.

Les pyrano-coumarines : les composés de ce graupeasalogues a ceux de groupe précedent
(les furano-coumarine), a part que les substaneesette catégorie consiste un hétérocycle
hexagonale qui est le pyrane (15) attaché au nogeumarinique

- Des coumarines substituées dans le noyau de pyrane

O

O
(14) Furane (15) pyrane

On donne quelques structures coummariniques

HsC HsC m
ch)\/\)\/\o o \o

(16) Aurapten (17) Osthol

MeO
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HO
(20) Peucédaeol

CHs

He XX X

N\
MeO o o

(22) Subérosine

Glc-O

X

N\
HO o o

(24) Esculoside

N\
o} o~ o
Hzc\)\/o
CHg

(25) Angélocine

|-2-2-2 Aspect botanigue et phytochimique des coumaes :

Les coumarines sont disponibles chez les familles dicotylédones, comme |eSpiaceae,

Asteraceae , Fabiaceae , Moraceae , Rosaseae jdtmae , Rutaceae et Solanaceae

Quelgues monocotylédones, spécialement les gramsurd riches en coumarines, qui sont surtout

synthétisées au niveau des feuilles ; les counmsgadrouvent en grande quantité dans les fruiss pu

dans les racines et les tiges, en indiquant quiaddsurs climatiques ont une relation directelsur

production.[‘m

Les polyphénoles de Rropolis Algérienne
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|-2-2-3 Proprietés physico-chimique :

Les coumarines libres sont solubles dans les ac@bldans les solvants organiques, tels que les
dioxydes d'éthyles ou les solvants chlorés, avesguels on peut les extraire. Les formes
hétérosidiques sont plus ou moins solubles daas.l'e

Les coumarines ont un spectre UV caractéristiquiggrinent influenceé par la nature et la position des

substituants, profondément modifié en milieu afc@OH, NaOCH).
Examinées en lumiere UV, les CCM de drogues a cdoem présentent des taches dont la

coloration, exaltée en présence d’ammoniac, varieleu au jaune et au pourﬁ@ :

|-2-2-4 Biosynthese :

Les coumarines sont des métabolites secondairepldetes. Cette classe de produits naturels
résulte de la transformation de la phenylalanin@) @n trans-cinnamic acid (27) catalysé par
'enzyme intracellulaire la phenylalanine amonialya(A), cette transformation est considérée
I'étape clef de la formation des coumarines, edl@suivi par une catalysation de 'enzyme cinnamic
acid -O- hydroxylase (B) qui transforme le transaamic acid (27) en O-coumaric acid (3) puis par
la O-coumaric acid O-glucosyltransferase (C),ecetrniére est responsable de la substitution de

I'hydrogéne de groupe hydroxyl par un glucose eémwib 5 -clucoside de O-coumaric acid (28), ce
dernier composé subie ugas-Transisomérisation par la lumiere UV (D), pour avgir-glucoside

de coumarinic acid (29) puis sera converti en caimtaacid (30) par la substitution de glucose par
un hydrogéne , cette derniere réaction est catlyaé S -clucosidase (E). En fin la coumarine (10)

est formée par une lactonisation spontané du caameid (F) Fig. 3). [42]
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CH,CHNH,,COOH i
2 2 C=——C——COOH

A H B

v

(26) Phenylalanine
(27) trans-cinnamic acid

H H H y
C:C\ c—c
c=o COOH
| «——— «—
OH OH 0Glu

(30) coumarinic acid (29) S -glucoside de

coumarinnic acid

H

\C:C\—COOH
H
OH

(3) O-coumaric acid

C
H

AN

C:C\—COOH
H
OGlu

(28) S -glucoside de

O-coumaric acid

F
H
\
c§C P
o o)

(10) Coumarine

Fig. 3 Biosynthese des coumarines

-2-3 : LES FLAVONOIDES

[-2-3-1 Structures chimiques

La structure de base des flavonoides est le ndyailavone (2-phenyl-benzg- pyrane) mais de
point de vue classification, le groupe des flavdas peut étre divisé en plusieurs catégoriegeCet
division dépend de I'hydroxylation du noyau dwélaoide aussi bien que de sucre lié.

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétigpenmune et, de ce fait, possedent le méme
élément structural de base, a savoir 'enchaineptenyl-2 chromaneF(g. 4)

lls peuvent étre regroupés en différentes classks de degré d’oxydation de noyau pyranique

central (Tableau N° 4&3] .
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Fig 4 L’élément structural de base des flavonoides

Tableau N° 4 Nomenclature des sous-classes des flavonoides samtbaur la position de leurs

substituants4¥
3 5 T 2 ¥ 4 5
Flavonols:
Kaempferol OH OH OH H H OH H
Maorin OH OH OH OH H OH H
Rutin 0-R? OH OH H OH OH H
Myricetin OH OH OH H OH OH OH
Quercetin OH OH OH H OH 0OH H
Quercetnin 0O-Rh OH OH H OH OH H
Myricitrin O-Rh OH OH H OH OH OH
Spirenoside OH OH OH H OH O-Glu H
Galangin OH OH OH H H H H
Robinin 0-R? OH OH H H OH H
Kaempfende OH OH OH H H O-Me H
Fisetin OH H OH H OH OH H
Rhamnetin OH OH 0O-Me H OH OH H
Flavonones:
Hesperitin H OH OH H OH O-Me H
MNaringin H OH O-R H H OH H
MNaringenin H OH OH H H OH H
Eriodictyol H OH OH H OH OH H
Hesperidin H OH O-Me H OH O-Me H
Pinocembrin H OH OH H H H H
Likvirtin H H OH H H 0O-Glu H H
Flavones:
Rpoifolin H OH O-R H H OH H
Apigenin H OH OH H H OoH H
Tangeretin H O-Me O-Me H H O-Me H
Flavone H H H H H H H
Baicalein H OH OH H H H H
Luteolin H OH OH H OH OH H
Chirysin H OH OH H H H H
Techtochrysin H OH O-Me H H H H
Diosmetin H OH OH H OH O-Me H
Diosmin H OH O-R! H CH O-Me H
Flavanolols:
Silibinin OH OH OH H H O-L-O- H
Silymarin OH OH OH H H 0-L-0- H
Taxdfolin OH OH OH H CH OH H
Pinobanksin OH OH OH H H H H
Flavan-3-ols:
Catechin OH OH OH H CH OH H
|soflavones:
Genistein - OH OH H H OH H
Daidzin - H 0O-Glu H H OH H
-0-Me = Methoxy -0-Glu = Glucosyl -0-R° = Alkoxy
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|-2-3-2 Sources des flavonoides :

Les flavonoides sont surtout abondants chez lesgdasupérieures, particulierement dans certaines
familles :polygonaceagrutaceae légumineuseombelliferesetcomposeae

lls sont omniprésents dans les organes aériensigdale environ 2% de la proportion du carbone

photosynthétique global incorporée dans la biosysgtlavonique .

Les formes hétérosidiques des flavonoides hydubded, s’accumulent dans les vacuoles et selon les
especes, se concentrent dans I'épiderme des feuwlle se répartissent entre I'épiderme et le
meésophile. Dans le cas des fleurs elles sont ctrdendans les cellules épidermiques. Lorsque les

flavonoides sont présents dans le cuticule foljalre'agit presque toujours de génines libres dans

lipophilie est accrue par la méthylation partigietotale des groupes hydrox@

|-2-3-3 Biosynthéses :

La diversité structurale des flavonoides est duéogganisation biogénétique du métabolisme
secondaire. Une richesse de gene flavonoidiqués identifiee par des expériences classiques. Cette

diversité de gene sélectionne la biosynthese deeuits classes de flavonoides.

D’une fagon générale, la synthese de cette clasgeadiuits naturels résulte de I'association dexdeu
voies complémentaires dont I'une intervient danbitsynthese des polyacétylénes a savoir la voie

« acétate malonate » et I'autre la voie « shikinvate

Cette hypothése a été confirmée par l'utilisatienpdécurseur radio marque et par des cultures de

tissu sur la plante entiére (pétales en partiQularssi bien sure par des études enzymatiques.

L’étape clé de la réaction est la condensationlgp@halcone synthase (CHS) de 4-coumaroyl-CoA

avec 3 unités acétate provenant du malonyl-CoAtée malonate )

Le produit de la réaction constitue le tronc méligipe central : Chalcone (31544]

HO o}

(31) Chalcone
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Dans les conditions physiologiques normales, lacom& tend a s’isomériser spontanément en
flavanone, en fait la cyclisation de la chalconecasalysée par une enzyme, la chalcone isomérase

(CHI) qui induit une fermeture de cycle conduisamé flavanone,.

Presque toutes les enzymes qui tendent vers desirchele formation de différentes classes de
flavonoides ont été déterminéé&sd.5).

Les réactions qui donnent les anthocyanidins satdlysées par la chalcone synthase (CHS), la
chalcone isomérase (CHI), flavanone 3-hydroxylaBeiT(), dihydroflavonol4-réductase (DFR),
anthocyanidin synthase (ANS) et flavonoid 3-O-ghkytvansferase (FGT).

Les autres classes de flavonoides ont été dériidesmédiairement lors de la formation des
anthocyanidins et leurs réactions respectives catatyées par leucoanthocyanidin reductase (LAR),
flavone synthase | ou Il (FNS | FNS I1), flavonghshase (FLS) et isoflavone synthase (IFS).

Les 5-dioxyflavanoides sont synthétisés a travargion combinée de CHS et la chalcone ketide
réductase (CHKR).

La formation de 3-deoxyflavanoide s'initialise piavanone 4-reductase (FNR) qui se forme a
travers une réaction semblable de celle de (DFR)5)

Les flavonoides peuvent étre largement modifiés ppgdroxylation, méthylation des groupes

hydroxyl, glycosylation , acylation et par d’autéactions .

Les flavonoides résultant de 3’-hydroxylase (F3'#t)3',5'-hydroxylase (F3'5’H) ont un intérét
particulier, ces enzymes catalysent l'introductides groupes hydroxyls de noyau B dans des
positions appropriées pour fournir les précursderformation de différents flavonoides, y compris

Tricetin (32) ( flavones)

Quercetin et myricetin ( flavonols) (Tableau N°4)

Les principaux flavonoides caractérisés par hydedion de noyau B sont la naringenin (Tableau

N°4) et dihydrokaempferol (3:#4]

OH
HO H
o
H OH
OH o]
(32) Tricetin (33) Dihydrokaempferol
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3 xmalonyl-Cod  4- coumnaroyl -Cok

‘ » & -Deoxychalcones —— 3-Deoxyflavanones
CHI
CH= i CHE + CHER
IFs
Aurones 4 --- Chalcones
. 5-Deoxyflavonoides
iCHI . Iosflavonmdes
» Flavan4-ols _____ 3 Deoxyﬂavonmdes
Flavanones
FIISL — Eriodictyal -q— MNaringenin —r Pentahydroxy-
FNE 11 l FHT flav:anones
Flavones ) ,
Dihvwdroflavonols Luteolin Apigenin Tricetin
Flavon% l DFE Dihydroquercetin « Dihydrokaempferol D1hydromyr1cet1n
LAR Quercetm Kaempferc:-?ﬂD M}rmcetm

li Flavan 3,4 diols

Leucocyanidin Leucopelargom din  Leucodelphinidin

Flavan 3-ols
ANS il |
: Cyamdinn - oy Pelargomdm .0 Delphinidin
i Anthocyaniding ‘ @ ]
| = |
M . FGT /
Proanthocyanidins l
Anthocyanidin L Pelargomdm 3.0 YL
3-0- glucosides Cyamdin3-O-  opy005ide Del?ahunch_n 3-
glucoside O - glucoside

Fig.5: Biosynthese des flavonoides

I-2-3-4 La substitution du squelette flavonique :

Il existe différents processus de substitution duetette flavonique et qui sont a l'origine de

'extraordinaire diversité des structures flavoragu

[-2-3-4-1 : La O-substitution :
|-2-3-4-1-a L’hydroxylation :

Les hydroxyls 5 et 7 viennent s’introduire avantfdamation du noyau A .Pour ce fait, ils sont

considérés comme hydroxyls originales .Il est demmé&our I'hydroxyl en 4’ apporté par le

précurseur (p-coumaroyl) du noyau B, tout lesesuseront des extra hydroxﬂf@ .

Exemple : catéchin (voir tableau N°4)
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[-2-3-4-1-b : La méthoxylation :

C’est la méthylation des hydroxyls aussi bien owdg que les extra—hydrOX)ﬁfgﬁ] .

(34) Epalitin (35) Népitin
|-2-3-4-1-c :La O-glycosylation:

La liaison s’effectue entre un hydroxyl phénoligeain autre alcoolique d’un sucre.

Un deuxiéme sucre peut se rattacher a la strufiwenique soit avec un autre OH phénolique, soit

avec le OH alcoolique du sucre déja fixé.

La O-glycosylation se fait préférentiellement alVbgdroxyl en 7 chez les flavones et les flavanones

et en 3 chez les flavonols. Parfois elle se failesideux hydroxyls de la méme molécuft]

OH o OH o

(36) 3-O-glucosyl ,7-O-rhamnosyl Quercétin (37) 3-O-glucosylQuercétin

|-2-3-4-2 : La C-Substitution :

|-2-3-4-2-a : La C-méthylation :

Le méthyl est directement lié au cycle benzénicareupe liaison carbone-carboHE!

OMe

(38) Eucalyptin
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|-2-3-4-2-b : La C-glycosylation :

Le sucre est directement lié au cycle benzénigueipe liaison carbone- carbone, trés résistante au
acides contrairement au cas des O-glycosides. Peiies glycosylation, la liaison s’établit entre le

carbone de sucre et celui en position 6 ou 8 defflaides qui est le plus souvent une flavone. Dans

certains composés, les deus modes de glycosytalmristent.[48]
Exemple : Isochaftoside (39)

OH (0]
(39) Isochaftoside

[-2-4 : ANALYSE SPECTRALE DES COMPOSES PHENOLIQUES :

L’analyse des composés phénoliques est trés défiantia grande variété et la forte réactivité eg c

composeés. En revanche, les méthodes d’analysesrmesdsont convenables pour la séparation et

I'identification de ce genre de composé?]

I-2-4-1 : Les méthodes de séparation et de purifitian : [4°)

La séparation de ces produits, est essentieller@alisée par des méthodes chromatographiques :

[-2-4-1-1 : Chromatographie sur colonne.

Le support chromatographique étant le polyamidepgtmet la séparation des produits phénoliques,
et cela par la fonction carbonyle amide, qui dofiee a de fortes liaisons hydrogénes avec les

groupements hydroxyls des composés phénoliques .

Avant la confection de la colonne, I'adsorbantrai en suspension dans le solvant de base (toluene
ou eau), sous agitation magnétique afin d’homogenda bouille formée, avant de I'introduire dans

la colonne (30 g de polyamide pour 1g de I'extrait)

Le choix de la taille de la colonne, (longueur etntktre) est en fonction de la quantité de I'ektrai
brut a étudier. Ce dernier, est solubilisé dansnimmum de méthanol, et introduit a I'aide d’'une

pipette pasteur sur les parois de la colonne ctiofecée.
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La progression des différentes substances, suiviergiére UV, dicte des changements de la polarité
de mélange éluant d'un gradient a un autre.

Les fractions collectées sont contrdlées par chtognaphie sur couche mince, celles qui sont pure

sont évaporees a sde¥

|-2-4-1-2 : Chromatographie sur couche mince (CCM) :

La chromatographie sur couche mince (CCM), a reocépla chromatographie sur papier qui a été

utilisée pendant longtemps (1950-1960), pour lasgmn des composés phénoliques.

L'utilisation des solvants et des phases stativasaonvenables (silica gel, cellulose, polyamide)
I'a rendu une méthode de choix pour 'identificatioréliminaire de ce genre de composés.

Par exemple, les polyphénols hydrauphyliques cotesidlavonols peuvent étre séparés facilement

par CCM, sur polyamide ou sur la cellulose micrstatline.

La CCM est aussi utilisée en commun avec la chrognaphie préparative sur couche mince, pour
déterminer les différents composés des classeBadenoides présents dans les fruits, le miekst |

plantes.[‘r’]J

La technique CCM a pour avantages :
- Rapidité et prix
- Une grande sensibilité puisque on peut détecteqdastité de I'ordre de 1/100 ug.

- Une séparation plus nette pour les mélanges d'igeBhe’)

-2-4 -1 -3: HPLC :

La chromatographique liquide haute performance ahamp d’application qui recouvre une grande
partie de l'analyse des substances naturelles,iadpédent I'analyse des composés de masse
moléculaires a la fois grande et méme polaire. smaes est du a la possibilité d’agir de manié&® tr
précise, sur la sélectivité entre les composés @iggres, au point qu’elle est devenue la méthode
d’analyse la plus connue pour ces composés phéeslieget elle est considérée parmi les techniques

chromatographiques dont la phase mobile est uidkqu

Les composés phénoliques d’origine naturel onrdgmpété d’étre soluble dans les solvants polaires,

ce qui rend possible I'utilisation de la phase sgsee en HPLC ( RP-HPLC ) pour leur anal;}é@.
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Sous les conditions chromatographiques utilisaatdlyse HPLC, la figurgFig. 6) illustre les
chromatogrammes de [I'Apiginin et Luteolin (Table&if4), I'Apigenin-7-O-glucoside(40), et

Luteolin-7-O-glucoside (41); et la Quercetine eekgpferol (Tableau N°4) sont illustrés sur la figure

sur Fig. 7) 52

Gluo

T T T T T T T T
o 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Time (min)

Fig. 6Apigenin-7-O-glucoside; Apigenin ; luteolin-7-O-gloside; Luteolin
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[-2-4-2 : METHODES D’ANALYSE STRUCTURELLE

Une fois que les produits isolés sont purifiés téehiniques spectrales sont utilisées pour détemin

leurs structures.

L'utilisation des valeurs des données spectralass d’identification et I'analyse structurelle des
polyphénols, a considérablement augmenté graanploi de plusieurs méthodes qui ont permet de
localiser les substituants sur le squelette de base

|-2-4-2-1: La spectrophotométrie UV- VISIBLE :

La spectrophotométrie UV-VISIBLE, reste une techeigessentielle pour lidentification des
polyphénols. Cette méthode est sensée car elleige’egque peu de produit (une tache de

chromatographie sur papier suffit) pour donner desseignements structuraux de premiére

importance, dans la détermination de la nature:dafmosés.[‘r’g]

La corrélation des données spectrales avec legsradg la spectrométrie, a été décrite par de

nombreux chercheurs.

Le spectre d'absorption ultra violet des compos#soihiques dans le MeOH neutre, présente 2

maximums ou pics (Tableau N°5)

- Le premier se situ approximativement entre 3008tnm, il constitue la bande (pic I),

- Le deuxiéme se trouve dans la zone de plus basgadar d'onde comprise entre 240 et 285 nm,
et forme la bande (pic II).

La bande (pic I) résulte de noyau (B) couplé a@edduble liaisonC, = Czet la bande (pic II) est

caractéristique de noyau benzénique %

benzoyl camnoy!

[ - ey AN © M,

Fig. 8 : forme benzoyl/cinnamyol
Les pigments flavoniques présentent des specwesant susceptibles d'étre modifiés selon la

substitution ou selon les réactifs utilises, tele 4lCl3, MeOH , NaOAce ....

La série spectrale de ces composeés est illustréene suit Fig.9, Fig. 10 et Fig. 11)
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Tableau N° 5 : Ordres d’absorption UV pour les diagides
Bande Il (nm) Bande | (nm) Type de flavonoides
250 - 280 310-350 Flavones
250-280 330-360 Flavonoles(3-OH substitués)
250-280 350-385 Flavonoles (3-OH libres)
245-275 310-330 Isoflavones
épaulement pic a 320. | Isoflavones(5-deoxy -6,7-dioxygénés)
275-295 300-330 Flavones et Dihydroflavonoles
épaulement
230-270 340-490 Chalcones
intensité faible 380-430 Aurones
270-280 465-560 Anthocyanes et anthocyanidines

Bande Il Bande |

20C 300 400 500 20C 300 400 500
Me OH, NaOAc Me OH, AICl3
______________ Me OH, NaOAc 5BO3 Me OMCI 3HCI
Fig. 9 : Spectre de UV-VIS des flavone Fig. 10: Spectres UV-VIS d'un flavonol
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|-2-4-2-2 : La spectroscopie IR:

- En solution dans un solvant apolaire, on observepionfin & 3610 crl. Il s'agit de la
vibration d'élongation de la liaison O-H libre.
. Pour le composé pur, on observe une bande largeé @ < v < 3400 cnit. Il s'agit des
liaisons O-H associées par liaison hydrogéne inté¥oulaire.
Certains composés polyfonctionnels possédent ureisoti hydrogéne intramoléculaire

(v = 3480cnt). Ce type de liaison se distingue facilement dligison intermoléculaire. En effet, un

tel pic n'est pas affecté lors de la dilution dmposé dans un solvant inerte commeﬁ@ﬁ

|-2-4-2-3 : La spectrométrie MS :

La spectrométrie de masse est une technique p&iudé structurel des polyphénols, ultrasensible (a

'ordre de 1 ugQ).

Cette technique est utilisée pour confirmer l'idiécdation structurelle, en donnant les informations

suivantes :

- La formule de la molécule

- La répartition des substituants sur le noyau bagméra partir de la détermination des pics de la
fragmentation de la molécule

- La détermination de la nature et le site d’attactr@ndes sucres dans les «O» ou « C»

glycosides pour les flavonoides.

lls existent différentes techniques en spectrométié masse dont les plus utilisées sont: la
spectrométrie de masse a impact électronique @f@ctrométrie de masse a bombardement

atomique rapide (FAB), spectrométrie de masserekgmtay (ES).

Les flavonoides caractérisées par une structurerzomas en g : Cg —C3 —Cg, dont la quelle les

deux noyaux benzéniques (A et B) réunis par undnehae trois carbones (noyau C), en
spectroscopie de masse les deux noyaux (A et Blegafeur structures et ne se fragmentent pas. A
I'inverse de noyau (C) qui est considéré trés &ilade qui favorise le clivage des liaisons a ce

niveaul? , comme l'indique l&ig.12 qui montrent les fragments obtenus apres clivagelidisons

de la molécule flavonique : 5,4’-dihydroxy-7-métlyiavonol (genkwanin) (42).
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OH

MeO e}

|

OH O
(42) Genkwanin

+=
OH

m/z 330 (100%)

+&
MeO O

H“\/o

OH
m/z 166 (12.5%)

im/z 149 (39.8%) m/z 259 (5%)

Fig. N°11 :Fragmentation de la molécule 5,4’-dihydroxy-7-métfftavonol (42)

[-2-4-2-4 :La spectrométrie (RMN ) :

La résonance magnétique nucléaire constitue unetedwmiques d’analyse moderne et les plus
efficaces pour la détermination de la structuredetla stéréochimie des molécules organiques

complexes[.56]
Pour les polyphénols naturels, la RMN donne desrinftions sur le squelette de la molécule, a
travers la localisation des protons, la détermimatie nombre et postions des groupements méthoxy,

des sucres ... etc...[54]
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Généralement les flavonoides donnent des signaotormpgues nucléaires dans lintervalle de
0-9 ppm, avec CGlcomme solvant, et TMS comme référence.

La figure Fig. 12 indique les déplacements chimiquésé€n ppm) des differents flavonoides

B-ring protons
A-ring protons

—

H Flavanones
—
H-1-(3-O-glycosyls) H-3Flavanones
| -t i | | |
f 1 1

H-2 { Flavanones)

Most sug ch Protones
—

MMéthoxyls
T

H-2"-( Flavanones)

CH, Rhanmose

—
I—Mﬂﬁ't—(g: ' 1]:_]:3)3
TMS
T | | | | | | | |
I I I I I I I I I
(o) ppm © 1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 12 Déplacements chimique® (en ppm) des differents flavonoides

En voici les déplacements chimiques des protorggidijues composés flavonoidiques (Tableau

N°6):
Apigenin ( voir tableau N°4) et Genkwanin (42)

Apigenin Genkwanin
(5, 7,4'trinydroxy- flavone) | 5,4’ dihydroxy 7- methoxyflavone

Flavonoide

Position de pro

3 6.85(s) 6.94 (s)

6 6.29 (d, 2) 6.64 (d, 2)
8 6.57 (d, 2) 6.73 (d, 2)
2'/6' 8.01 (d, 8.8) 7.97 (d, 8.8)
3'/5 7.02 (d, 8.8) 7.28 (d, 8.8)

Tableau N° 6 : RMN H-1 de quelques structures diferdiques,

Les résultats sont obtenus dans les conditionsistés : solvant DMSOglet a 300 MH22
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[-2-5 L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES POLYPHENOLES :

Les études scientifiques actuelles ont permet aéiroter les propriétés médicinales, attribuées au
polyphénols. Parmi ces derniers, il a été recorumi lgs flavonoides possedent des activités anti-
inflammatoiresanti-allergiques, antivirales ...ect.

Les polyphénols sont absorbés a travers la basri@testinale et parviennent au niveau des tissus
cibles, ou ils peuvent exercer des effets protesteu

Notre organisme étant soumis a un stress oxydardgveloppe divers pathologies (maladies

cardiovasculaires, cancers, maladies neuro - déatires ..).

Les effets protecteurs cardiovasculaires sont @eixnén mieux établid>’]

Un antioxydant est une substance qui, quand elf@ésente a une concentration basse par rapport a
celle d'une substrat oxydable, elle empéche (pmévieonsidérablement Il'oxydation de cette
dernierd®®

Les polyphénols possédent des propriétés antiokgdaet sont capables de piéger les radicaux libres

(I'effet scavenger) générés en permanence par ogyenisme ou formés en réponse a des agressions

de notre environnement (cigarette, polluantsciides ....), tel que O5~ ( superoxid anion HO5~
( Perhydoxy radicalH,0, ( hydrogene peroxyd DH ( Hydroxy radical ) RO’ ( Alkoxyl radical ),

ROO (peroxyl radical )05 ( singlet oxygen P9

Les polyphénols sont les antioxydants les plusn@tas dans nos régimes alimentaires. Nous
consommons chaque jour environ 1 g de polyphénalppviennent exclusivement des aliments
d’origines veégeétales. lls renforcent nos déefensdarelles contre le stress oxydant et préviendtaien
ainsi diverses maladies chroniques, telles queetarat maladies cardiovasculaires

C’est admis que la capacité anti-oxydante de @lusi fruits est due a la présence des flavonoides,
en faite, la plus part des constituants polyphéuoel de la nourriture montre une plus grande

efficacité dans ces systemes, comme des antioxydarux que les éléments antioxydants nutritifs :

vitamine C, vitamine E, ¢ - carotené®¥ .

Des différences entre les capacités antioxydantesteat dans les composés sélectionnés, et qui
peuvent étre mesurées en utilisant différentesitqals (chimiluminescence).
Parce que la plupart des produits phytochimigoes sultifonctionnels, donc un protocole fiable de

l'antioxydant exige la mesure de plus qu'une pétdprpertinente soit pour les nourritures ou les

systemes biologique@]J
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Certaines relations structure- activité antioxydais flavonoides peuvent étre déterminés d'agses |

littératures. Une comparaison entre la quercetteahin (Tableau N°4) démontre I'importance de

l'insaturation dans le noyau €ig. 13 etFig. 14), permetant la localisation de I'électronavérs la
[59]

molécule pour une stabilisation du radical de Iyl

NO? NO2
Fig. 14: Réaction de réduction d’un radical libre par mhyphénol

Le groupe : 3-OH attaché a la double liaigon—Cz, et son emplacement adjacent au 4-carbonyl
dans le noyau C, @auseé une efficacité maximale d'ébouage des radicau

La capacité anti-oxydante trés faible de cateckint ptre augmenté lors de formation de la quercetin

par I'incorporation de la double liaisa@, — C3, et la fonction 4-oxo, et I'incorporation d'un gpe
supplémentaire 5' OH dans le noyau B, ce qui domeegrande inhibition du radical superoxﬁ@.

Pour cela l'activité anti-oxydante est a son maxingquand le noyau B est substitué par deux groupes

hydroxyls, dont I'arrangement est ortho.

La présence d'un troisieme groupe OH dans le n®yailhausse pas I'efficacitéontre les radicaux,

sauf dans le cas des catechins, existe des cdmdribua l'activité anti-oxydante des groupes

hydroxyls sur le noyau A en absence des strustdibydroxy dans le noyau =z

Généralement, la O-methylation des substitutiondrd®yls annule I'activité antioxydante des
flavonoides. Aussi la 3-glycosylation des flavoresidréduisent leur activité antioxydante en
comparant aux aglycones correspondants , mais/talgkation de groupe 7-OH dans une structure

avec un noyau hétérocyclique saturé et avec unpgroll hydroxyl solitaire sur le noyau B, a la

méme influence sur l'activité antioxydar{?é]
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Dans les graisses, la configuration 3',4'-orthodiibyy de noyau B, et le groupe 4-carbonyl et le
groupe 3-OH dans le noyau C, sont encore assaviEs une optimale activité anti-oxydante. A

l'inverse des cas des interactions de la phaseusg cependant, la double liaison 2,3 est cosdé
moins importante[fm]

Les acides monohydroxy benzoiques agissent comraeadigoxydants trés faibles, a cause de
I'électronégativité de groupe carboxylique, seuleti@acide m-hydroxy benzoique a l'activité anti-
oxydative remarquable. Cette activité augmente idérgblement dans le cas des substituants

dihydroxy d’acide benzoique, a qui une réponseoaydiante été demontrée, cette derniere dépend

des positions relatives des groupes hydroxyls teansyau. L’acide gallique (acide 3,4,5-trihydroxy

benzoique) est I'antioxydant le plus fort de t@ssdcides hydroxybenzoiqlﬁ%ﬂ

L’insertion d'un groupe ethylenique entre un noghanyl porteur d’un groupe hydroxyl et un groupe
carboxylate a un effet trés favorable sur les pébés réductrices du groupe OH.

Les activités antioxydantes totales des acidesdxydmnamiques sont plus fortes que celles des
acides hydroxybenzoiques correspondants. Cettevitactpeut étre augmentée par certaines

substitutions du methoxylation, mais la glycosgatdu groupe carboxylate n'a aucune influence sur
cette propriété[65]

L'efficacité anti-oxydative des monophenols esgraentée substantiellement par un ou deux

substituants methoxy dans les O-positions par ragpoH

Au moins deux, ou méme trois groupes d’hydroxyl muigues voisins a un groupe carbonyl

montrent des traits moléculaires essentiels resgides d’'une forte activité anti-oxydar{‘f’é].
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II- RESULTATS ET DISCUSSION :

[1-1- Extraction :

Les rendements de I'extraction depeopolis par de I'alcool éthanolique (70 %) sont donnés

dans le tableau suivants (Tableau N° 7)

Tableau N ° 7 : Les pourcentages des résidusapaprt a la quantité initiale de faropolis

La région Solvant Poids initial en|g Poids firalg | Le pourcentage
Guelma Ethanol 70 % 1 0.24 24 %
Tlemcen Ethanol 70 % 1 0.53 53 %
M'sila Ethanol 70 % 1 0.34 34 %
Tizi-Ouzou Ethanol 70 % 1 0.28 28 %

[1-2 Analyse chimique :

[1-2-1- Résultats :

La syllilation et l'analyse des quatre échantillongpar GC/MS, nous ont donné les
chromatogrammes représentés dans les figtiged 5, Fig 16, Figl7 et Fig 18orrespondants

aux échantillons de Tlemcen, Guelma , M’sila eti-Omzou respectivement.
Les spectres a haute résolution de ces chromatoggarsont montrés dans I'annexe N°1.

Les chromatogrammes obtenus aprés cette analysdéremiol’apparition d’un grand nombre de
composes avec différentes abondances, a difféiemiss de rétention ; ce qui prouve a la fois la

diversité qualitative, et quantitative des propélisdiées.

Nous remarquons dans les chromatogrammes des #onantde Tlemcen et Guelma,
I'apparition d’un pic a faible abondance a Rt =@rbin, mais il est absent dans ceux de M'sila

et Tizi-Ouzou.

Nous constatons I'existence de deux pics, le prem@yen a Rt = 9,69 min, l'autre faible a

10,49 min dans les quatre échantillons.

Un pic moyen est remarqué a 15,26 min dans le cwmgnamme de I'échantillon de Tizi-
Ouzou, ce pic est aussi apparu avec une faibledanae dans le chromatogramme de Tlemcen

et absent dans les autres.

La propolis de Tizi-Ouzou s’est spécifiée seulelfagparition d’'un pic moyen a Rt=17,90 min.
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A 22,5 et 26,27 min des pics forts sont apparus dies quatre chromatogrammes, mais a 27,27
min nous avons un pic tres fort dans le chromatogne de Tizi-Ouzou, moyen dans celui de

M'sila, faible a Guelma et absent dans le chronratogne de Tlemcen.

Les quatre échantillons ont marqué l'existence @exdcomposés avec des abondances
moyennes, respectivement a Rt=28,10 et 29,27 raurfd,gie pour Tizi-Ouzou le premier pic été

faible.

La zone de Rt=30 min a Rt= 40 min est trés condedsé@t on remarque un grand nombre de
pics donc les quatre échantillons présentent pltsieomposés dans cet intervalle, on mentionne

les plus importants :

A Rt=31,73 min, un pic tres fort est apparu damHantillon de Tlemcen, fort pour celui

Guelma et M’sila, trés faible pour Tizi-Ouzou.

A Rt= 31,01min et 32,02 min, deux pics abondantg spparus dans I'échantillon de M'sila,
faibles dans Tizi-Ouzou et Guelma, mais dans |eroatogramme de Tlemcen le premier est

faible, le deuxieme est completement absent.

Un pic fort est apparu a Rt= 32,60 min dans le mi@atogramme de I'échantillon de Tlemcen, le
méme composé est apparu dans les trois autres,anma®yennes abondances pour Guelma et

M'sila et a faible intensité pour Tizi-Ouzou.

Le pic le plus abondant dans I'échantillon de Mistborrespondant a Rt= 34,58 min, est aussi
présent dans les autres chromatogrammes, avetdedaaces tres considérables dans Tlemcen

et Guelma, mais faible a Tizi-ouzou.

La zone dont les temps de rétention Rt (min) =36,87,05 ; 37,35 ; 37,66 ...... est caractérisée
par une multitude de pics, souvent a des intensgéstlevées pour les échantillons de Guelma,

Tlemcen et M’sila, généralement faible pour I'éutiilon de Tizi-Ouzou
Ce dernier s’est spécifié seul par I'apparitiorddex pics tres abondants a Rt=41,2 et 42,0 min.

A partir de Rt= 43 min plus exactement a Rt= 43,7®,02; 46,56; 47,66 min, le
chromatogramme de Guelma s’est caractérisé pagpdiépn des pics moyennement intenses,

généralement faibles ou absents dans les autrastéldns.

La haute résolution de ces chromatogramme avecolporation des spectres MS, a permet
d’avoir plus de détail sur les composés identifiéprésentés dans les tableau suivants (N° 8, 9,
10,11, 12,13 et 14) :
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Fig. 15: Chromatogramme de I'’échantillon de Tlemcen
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Fig. 16: Chromatogramme de I'’échantillon de Guelma
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Fig. 17: Chromatogramme de I'échantillon de M’sila
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Fig 18 chromatogramme de I'échantillon de Tizi-Ouzou
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Les tableaux N° 8, 9, 10, 11, 12,13 et 14 illudtten résultats détaillés des composés identifiés
dans les quatre échantillons, classés par familis, indiquant pour chacun son Rt

(min) correspondant:

Tableau N° 8 : Les acides aliphatiques

N° |Le composé Tl Gl Ms To Rt (min)
1 | Butanedioic acid 0,3 0,3 0,2 0,1 10,49
2 | Hydroxymandelic acid - - - 0,1 19,11

3 | Hexadecanoic acid 1,1 1,7 1,4 2,1 26,27
4 | Linolic acid - 0,4 0,4 - 29,16

5 | Oleic acid 1,1 2,0 15 1,7 29,27
6 | Octadecanoic acid 0,3 0,5 0,7 0,3 29,73

Nous remarquons que les quatre échantillons anfaleles taux en acides aliphatiques, allant
d’'un pourcentage global de 2,8 % pour I'échantiltnTlemcen a 4,9 % pour I'échantillon de

Guelma.

Les acides butanedioique, Hexadecanoique et Octadipie sont présents dans les quatre
échantillons.
Comme on voit que I'acide Oléique est présent dans les échantillons, ce qui est justifié par

la présence des arbres d’olivier dans les envidessjuatre régions.

Tableau N°9 : Les acides aromatiques

N° |Le composé Tl Gl Ms To Rt (min)
1 | Benzoic acid 0,3 0,2 - - 8,56
2 | Salicilic acid 0,2 - - 0,8 15,26
3 | Cinnamic acid - 0,3 - - 15,90
4 | Hydrobenzoic acid - - - 0,4 17,9(
5 | Vanilinic acid - - - 0,1 20,93
6 |Z-Ferulic acid - - - 0,5 24,07
7 | p-Coumaric acid 0,4 0,3 - 0,1 24,32
8 | Dimeytoxycinnamic acid 0,4 0,5 - - 26,00
9 | Ferulic acid 0,6 0,6 0,6 - 26,96
10 | Isoferulic acid - 0,3 1,0 6,7 27,27
11 | Caffeic acid 1,8 14 1,1 0,2 28,10
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Résultats et Discussion

Pour les acides aromatiques, nous remarquons dessaux faibles pour tous les échantillons

allant de 2,7 a 3,7 %,

Isoferulique avec un taux de 6,7 % ,ce qui les reea& un pourcentage global de 8,8 %.

sauf pour celui de Tizi-Quzdont on marque la présence de l'acide

Comme on remarque gue l'acide caféique est prétaam toutes legropolis, mais avec un

taux tres faible pour celle de Tizi-ouzou (0,2%).

Tableau N°10 : Les esters

N° |Le composé Tl Gl Ms To Rt (min)

1 | Ethyl hexadecanoate - - - 0,2 25,25
2 | Pentenyl p-coumarate 0,3 - - - 28,21

3 | Ethyl octadecenoate - 0,1 0,2 0,2 28,35
4 | Pentenyl ferulate 0,3 0,6 1,7 0,2 30,90
5 |Isopentenyl caffeate 0,2 0,2 0,7 - 31,85
6 | Pentenyl caffeate 4,5 2,1 1.8 0,3 31,71
7 | Pentenyl ferulate 0,8 1,6 1,7 0,1 31,80
8 | Pentenyl caffeate 4,7 1,2 1,6 0,2 32,60
9 | Benzyle caffeate 4,9 1,4 1,2 1,2 37,05
10 | Phenethyl caffeate 0,9 1,7 0,9 0,2 38,17
11 | Cinnamyl caffeate 0,6 2,2 - - 41,30

Pour les esters, la remarque flagrante est quelesde ces substances sont trés faibles dans la

propolis de la région de Tizi-Ouzou.

A l'inverse de la propolis de Tizi-Ouzou, I'échdluin de Tlemcen a montré un taux global tres
élevé (17,20 %), avec la présence de trois estmigéd de l'acide caféique, a des taux tres
importants et qui sont le benzyl caffeate (4,9 8v)YJeux isoméres de Pentenyl caffeate avec des
pourcentage (4,7%) et (4,5%).

Nous constatons aussi que la plus part des edinfiés dans les quatre échantillons, sont des
dérivés de l'acide caféique, le reste sont deteresle I'acide ferrulique (isomeres) et trois
esters d’acides aliphatiques et qui sont I'éthyduecanoate, éthyl octadecanoate et le pentenyl

p-coumarate.
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Tableau N°11 : Les flavonoides

N° |Le composé T Gl Ms To Rt (min
1 | Pinostrobin chalcone 0,9 0,3 - 0,6 33,86
2 | Pinostrobin 1,0 0,9 0,4 0,2 33,95
3 | Pinocembrin chalcone 3,7 1,4 0,6 0,2 34,40
4 | Pinocembrin 5,9 6,9 9,5 0,8 34,5C
5 | Pinobanksin 3,9 3,0 3,5 0,6 35,4(
6 | Sakuranetin 15 19 - - 36,35
7 | Pinobanksin acetate 7,4 5,9 4.4 0,2 36,60
8 | Chrysin 7,5 6,9 1,9 0,4 37,35
9 | Galangin 8,5 6,9 2,3 0,7 37,66
10 | Pinobanksin butanoate - 0,7 - - 38,00
11 | Pinobanksin pentanoate 0,3 0,9 - - 39,23
12 | Kaempferol methyl ether - 0,3 0,2 - 42,01
13 | Kaempferol methyl ether 0,1 0,3 - - 42,50
14 | Apigenin - 0,3 - - 42,74
15 | Quercetin methyl ether 0,5 - - - 43,52
16 | Quercetin dimethyl ether 11 0,6 0,3 0,2 43,10
17 | Quercitin methyl ether - 0,2 - - 44,40

Les flavonoides : Cette famille de substance estidérée la partie dominante deplapolis,
elle a une grande importance dans notre étudeaptés les recherches déja faites la qualité de
la propolisa un lien direct avec le pourcentage de ces suteda

Nous remarquons tous d’abord le taux global trevélen flavonoides dans faopolis de
Tlemcen (42,3 %), avec la présence de 13 flavospident six marquent des taux importants :
(8,5 %) pour la galangin, (7,5 %) pour la chry$if4%) de Pinobanksin acétate, (5,9 %) pour la
pinocembrin, (3,9 %) de Pinobanksin et enfin laopembrin chalcone avec un taux de (3,7 %).

Le taux global des flavonoides dansplapolis de Guelma est de (37,4 %), On remarque la
présence de seize 16 flavonoides, dont quatre reargles taux élevés. La chrysin, la galangin
et la pinocembrin ont un pourcentage de (6,9 %iy phacun, la pinobanksin acétate (5,9%) et
la pinobanksin (3%).

On note que laropolisde Guelma s’est spécifiee de contenir trois flavdes, qui n'ont pas été
figurés dans les trois autres échantillons (I'apigela pinobanksin butanoate et la Quercitin

methyl ether)

La propolis de M’sila n’a montré gu’une proportion de (23,1, %ec la grande présence de la
Pinocenbrin (9,5 %), la Pinobanksin acétate (4,4%dp pinobanksin (3,5 %).
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Par contre lgpropolis de la région de Tizi-ouzou été pauvre en cettailfe de substance, car

on a marqué seulement la présence de neuf flavesmaikc un taux global de (3,9 %).

Nous pouvons classer les flavonoides existant @snguatre échantillons comme suit :

Tableau N° 12 : Classification des flavonoides tdi&s :

Famille Composés Tl Gl Ms To
Flavones | Apigenin X
Chrysin X X X X
Flavonol | Galangin X X X X
Kaempferol methyl ether X X
Kaempferol methyl ether X X
Quercitin dimethyl ether X X X X
Quercitin methyl ether X X
Flavanolol | Pinobanksin X X X X
Pinobanksin acetate X X X X
Pinobanksin butanoate X
Pinobanksin pentanoate X X
Flavonone | Pinocembrin X X X X
Pinostrobin X X X X
Sakuranetin X X
Chalcone | Pinocembrin chalcone X X X X
Pinostrobin chalcone X X X
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Tableau N° 13 : Les terpénes

N° |Le composé T Gl Ms To Rt

1 | Diterpenic acid - - 0,7 - 29 67

2 | Diterpene - 0,5 0,3 - 29.94

3 | Diterpenic acid - - 0,4 - 30,49

4 | Pimaric acid - 0,2 1,4 0,3 30,58

5 | Diterpenic acid 0,2 0,9 3,3 0,1 31,01

6 | Diterpene - - - - 31,80

7 | Dihydroabeietic acid - 1,1 3,9 0,3 32,02
8 | Diterpene - 0,3 - 0,1 32,15

9 | Abeietic acid 1,2 1,2 2,7 0,1 32,44
10 | Diterpenic hydroxyacid - 0,4 11 48| 3350
11 | Diterpenic acid 1,8 5,0 7,0 3,8 | 3520
12 | Diterpene - 0,8 1,0 - 35,88
13 | Triterpene 0,7 0,2 - - 44,59
14 | Triterpene 0,2 0,2 1,3 0,4 44,98
15 | Triterpene - - - 0,4 45,06
16 | Triterpenic alcohol - 0,8 - - 45,39
17 | Triterpenic acid - 1,2 - 0.5 45,52
18 | Triterpene - 0,3 - - 45,64
19 | Triterpene 0,2 1,0 0,4 0,3 | 46,02
20 | Triterpene alcohol 0,2 1,2 - 0,4 46,44
21 | Triterpene acétate - 2,6 0,8 0,5 46,56
22 | Triterpene - - 1,1 - 46,89
23 | Triterpene 0,8 - - - 47,16
24 | Triterpene acetate - - 0,6 - 47,35
25 | Triterpene 0,3 0,6 0,8 0,5 47,53
26 | Triterpene alcohol acetate - 1.4 - 0,1 47,66

Les terpenes : les échantillons ont marqué unedgrdiversité de ce genre de substance, au total
on a identifié 26 terpénes a faibles pourcentages lapropolis de Tlemcen (5,6 %) , mais a
des pourcentages élevés pour les autres échast{ll@6 ; 19,9 et 26,8 %) respectivement pour
Tizi-ouzou, Guelma et M'sila.
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Résultats et Discussion

Tableau N°14 : Les sucres

N° |Le composé Tl Gl Ms To Rt ( min

1 | Pentoses 2,3 2,1 1,7 1,3 22,20
22,50

2 | Hexoses 0,3 15 0,5 - 24,00
25,90

3 | Disaccharide 0,4 1,1 2 - 33,64

4 | Trisacharide 0,4 - - - 48,30

Tableau N°15 Autres

N° |Le composé Tl Gl Ms To Rt ( min

1 | Butanediol - 0,2 - - 07,31

3 | Glycerol 0,7 0,8 0,7 0,6 09,69

4 | Treitol - - - 0,2 15,75

5 | Xylitol - - - 0,1 20,59

6 | Non identifié - - - 6,7 41,22

7 | Non identifié - - - 9,9 42,02

La propolis de Tizi-Ouzou s’est spécifiée par I'existence @exd(02) composés non connus

dans les bibliotheques standards, I'un avec un d&u&,9 % et l'autre a 6,7 %. Leurs spectres de

masse sont montrés respectivement dans I'annexe |l

L’apparition du glycérol est trés habituelle, comtaemontré les études antérieures sur la

propolis

On peut récapituler les pourcentages totaux depas@s précédents - par famille- comme suit :

Tableau N°16 : les pourcentages totaux (en %)

N° | Famille Tl Gl Ms To

1 | Acide aliphatique 2,80 4,90 4,20 4,30
2 | Acide aromatique 3,70 3,60 2,70 8,80
3 | Esters 17,20 9,00 9,80 2,60
4 | Flavonoides 42,30 37,4 23,1 3,9
5 | Terpéenes 5,60 19,9 26,8 12,6

L’identification a été confirmée par la comparaisies spectres de masse El avec une librairie
qui permet d’identifier avec précision les masses @mposés présents dangrigpolis

Les figuresFig.19, Fig.21, Fig.23 et Fig.2Blustrent les spectres MS des composés sakuranetin
(flavonone), quercetin  methyl ether (flavonol)edter pentenyl p-coumarate et l'acide p-

methoxy- cinnamic acid
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La silylation de la plus part des composeés pomtarttydroxyl libre, donne une grande possibilité
dans la spectrométrie de masse (El) d’augmentigdeé de température de leurs volatilité , dont
I'ion moléculaire ainsi que les autres fragmentst $acile a détecter

D’aprés le spectre de masse de la Sakuranetingmarque l'ion moléculaire de ce composé
aprés silylation est visible a m/z= 430 (5%), spar un pic de m/z= 415 (15%), ce qui peut

étre expliqué par la fragmentation d’un groupe §HComme il été possible d’éliminer un autre

groupe méthyl et le radicalOSi(CHz) 3pour donner de principaux pics , comme c’est fedm

pic de base a m/z= 311 (100%), le second pic pah@bservé est du au clivage des liaisons
faibles des composeés flavonoidiques dans la na@aedr les cycles aromatiques (A) et (B) sont
tres stables, leur fragmentation est difficile, st'@our cela que le fragment obtenu par le
réarrangement Retro Diels Alder (RDA(2) ) présqraéun pic intense a m/z= 192 (99%).

Le pic a m/z=73 (36%) caractérise I'ion Si (@)—5' .

Le mécanisme proposé pour la fragmentation est asui Fig. 20):

HsC CHs
Si
CHa Me CHy| +e
° H3C s
o /O j * \Si/
/\CH3
\c (@]
- » \g
O + H
/ Hsc\Si/ ‘
i N
/ \CH3 ch/ cHa H
HjC H
m/z=430 RDA(1) m/z=238 l CH3 RDA(2) m/z =192
CHs
/ o
4
Xc
o
o)
H3C SI//
HsC
m/z =223

Les polyphénols de Rropolis Algérienne 50



Chapitre Résultats et Discussion

- 2CH3-OSi(CH3) 3

v

m/z =311 [M- 2CH;-OSi(CH3) 3] **

Fig. 20: Schéma de fragmentation de composé Sakuranetin
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Le pic moléculaire qui doit étre présent a m/z =68dinapparent, cela est expliqué par la grande
fragilité de la molécule.

Le spectre (MS) produit par la fragmentation deuarcetin methyl ether permet d’observer le
fragment a m/z =589 avec une abondance relati@@B¥6), montrant que celui ci est un pic de

base, obtenu par la perte d’'un groupe méthykCH

Les deux pics suivants a m/z = 575 (13 %) et 580%) correspondent a des pertes de deux
autres méthyl par le groupe triméthyl silyl

Nous voyons apparaitre sur le spectre (MS) un deec une masse inférieure au pics
précédents, il correspond a m/z= 531 (19%), obfeaula perte d’'un atome (Si) ou d'un
carbonyl (CO) de fragment (l).

Les fragments attendus a apparaitre par le réamaent (RDA), m/z= 238 (RDA(1)) et
m/z =366 (RDA(2)) ne sont pas présent sur les spe@ cause de leurs fragilité, mais nous
voyons apparaitre des ions avec des masses iméSjeill s'agit des structures obtenues par
fragmentation des RDA(1) et RDA(2) ( m/z =247 (13 %orrespond a RDA(2)-2Ckt

Si(CH3) 3 et m/z 207 (15%) correspond a RDA(1) - O9HH

Le pic m/z=73 (45%) caractérise I'ion Si(@b{g'
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HaC HaC

ach m/z =589

m/z= 604 (inapparent )

-CO

HaC

m/z =531

Fragment (1) m/z= 559
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HsC
\
o—Si CHs
CHs
HsC
cn, M/z=604
CHs
HC—0g;
MeO o +e 0 HsC
= HyC O/Ti CHy | T
CHg
o0 +
o
/ \\S_/CHs
. |
Si CH AN
/ \ 3 Hsc/ CH3
H5;C
CH,

. m/z=366 inapparent
m/z= 238 inapparent

- OSi(CH3)5- 2 CH
- OMe (CHz)3 3

v
m/z= 247
m/z= 207

Fig. 22: Schéma de fragmentation de composé quercetinyiredtier
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Chapitre Résultats et Discussion

Le pic moléculaire correspond généralement au feagre plus lourd, dans ce cas il s’agit de
celui correspondant a m/z =304(23%).
Le fragment neutre perdu lors de la cassure quergée pic de base m/z= 236 (100%), présente

la principale fragilité de la molécule il s’agitutie perte du groupe pentenyl.

La fragmentation de [M]* montre un ion & m/z= 289 (13%) correspond a laepéin groupe
meéthyl et m/z= 219 ( 85%), indiquant la perterdpentenoxy.

L’ion Si(CH 3)5' fait apparaitre le pic m/z=73 (27%).
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| |
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- CH4
f ;
g //,
[ Do N
HC aH
m/z =304 m/z =289
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i
- CeH:
S0 > miz =236
i
H3C/Si\
% -COOCsH
HC
m/z=304
-0 CgHy m/z =192
v
m/z =219

Fig. 24: Schéma de fragmentation de composé penfeoglmarate
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Fig. 26 Schéma de fragmentation de comp@sénethoxy cinnamic acid
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[1-2-2 Discussion :

La méthode d’analyse que nous avons utilisé, nopsramet de connaitre avec exactitude la
composition chimique des quatre échantillons detapolis, récoltés des différentes régions de
I'Algérie. D’apres les résultats obtenus, nous nemans que Ipropolis de Tlemcen est la plus

riche en polyphénols (flavonoides, acide et egihénoliques).

Nous remarquons aussi que les échantillons de BlemGuelma et M'sila, se ressemblent

beaucoup en point de vue qualitatif, ce qui progwvds ont les méme sources végétales.

La propolis de la région de Tlemcen est similaire tapolis standard deeuplier Nigra la
présence des flavonones (Pinocembrin, Pinostrobjndes flavones (Chrysin , Apeginin ...) et
des flavonoles (galangin , Kaempferol , ...) aveg pleurcentages élevés, est la preuve que cette

propolisest d’origine du ce genre.

Et d'apres I'étude faite par Bankova et au[?gs ou ils ont présenté les éléments dprtapolis

standard, et qui sont présentés dans le tableaangui

Composés Propolisstandard deeuplier T Gl Ms To
Nigra (Min-Max) en %

Pinocembrin 42-12,4 5,9 6,9 9,5 0,2
Pinobanksin 1,7-6,2 3,9 3,0 3,5 0,6
Pinobanksir®- acétate 3,7-12,0 7,4 59 4.4 0,2
Chrysin 59-12,2 7,5 6,9 1,9 0,4
Galangin 6,6-10,3 8,5 6,9 1,9 0,4
Pentenyl cafféate 0,7-7,5 4,7 2,1 1,8 0,3
Benzyl cafféate 1,7-6,5 4,9 14 1,2 1,2
Phenethyl caffeate 1,4-5,3 0,9 1,7 0,9 0,2
Diterpenic acid / 2,0 8,6 20.1 9,1

Tableau N°17 : Eléments standards dertgpolisdu peuplier nigra

Donc nous pouvons conclure que I'échantillon demen a comme source principale le

Peuplier Nigraavec la participation d’autres espéces.

La propolisde la région de Guelma est tres similaire de paéntue qualitatif et quantitative a

celle de Tlemcen, c’est a dire qu’ils ont la mémigine végétale.
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Le taux élevé des terpénes , signifie qu’il exigte autre source principale, qui peut étre une

autre espece de peuplier commePkuplier Italica, I’ eucalyptusou des espéces Afaucaria

[66] , sachant que la région de Guelma est connue phvessité florale .

La propolis de M’sila est peu similaire au deux premiers éthans, sauf que les taux da la
chrysin et la galangin sont inférieurs des tauxithabes de lapropolis standard deeuplier

Nigra, comme on remarque aussi un taux trés élevé geEmns (26,8 %).

Ces résultats sont similaires aux résultats pubftiés Bankova et le Professeur SAADI

Houcine, qui ont étudié laropolisde la région méditerranéenne, ils ont constatdaypeopolis

algérienne contient un taux élevé en terp%s

La propolis de Tizi-Ouzou est trés differente au précedenddls, ne contient presque ni
flavonoides, ni esters (2,6% et 3,9 % respectivé)nea qui confirme quelle n’est pas originaire
dePeuplier Nigra, d’ailleurs d’aprés la flore de site de prélevamen constate I'absence totale

de cette espece.

Le taux élevé de l'acide Isoferulique (6,7 %) esttpétre justifié par la présence Eeuplier
trémulaou du peuplier Italica Les bourgeons de cette espece ont fait I'objstineestigations
par Bankova, ces analyses ont montré que les bansgdupeuplier trémulacontiennent 37 %

d’acide ferulique et celles cheuplier Italicacontiennent 4% de l'acide Isoferuliq@é] .

Les deux composés non identifiés de cpttgolis feront I'objet des recherches a I'avenir pour

permettre de mieux connaitre leurs structures chugs.

Enfin, nous pouvons conclure que notre étude aoefiles études antérieures suptapolis, et
confirme aussi sa richesse en polyphenols, airesisqu origine qui s’agit de différentes espéces

du peuplier.
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[1-3 Effet antioxydant

L’effet antioxydant des extraits de faopolis récoltés au niveau des différentes régions, est
évalué par mesure de la chimiluminescence de lurmdaite chez les neutrophiles humains, en
utilisant Luminometre Microlumat LB 96V ( EG1 a@iBerthold Wildbad, Germany). 4 x 210
de neutrophiles / puits sont incubés en présenoeedjamme de concentration de 1-10ug /ml
des extraits de laropolis avec Luminol (18 M) dans le tampon de Hanks pour 1,30 min &
37°C, avant linjection de 50 ul de fMLP (1uM) oe d®PMA (100 nM). Il est a noté que
I'activation des neutrophiles par fMLP exige la gggce de la Cytochalasin B (10uM). Les
résultats sont comparés au contrdle sans extraif geopolis qui représente 100 % de la
luminescence. La spécificité de I'oxydation de Inatiest vérifiee par la superoxyde dismutase
(200 Uml).

[1-3-1 Isolement et Cytotoxicité des PMNs humains

La méthode d’isolement utilisée a permet d’obtenigrand nombre de PMNs, environ 30 X 10
cellules par 10 ml de sang prélevé d’un sujet sam fumeur.
La viabilité des PMNs isolés est estimée a plus98e% par le test d’exclusion au bleu trypan,

dont 95% des cellules sont des PMNSs.

Cytotoxicité des PMNSs :

Le teste d’exclusion au bleu trypan est utilisérpgaluer I'effet cytotoxique des extraits objet

de cette étude.

L’incubation des PMNs isolés avec des concentnatae propolis allant jusqu'a 100 pg/ml pour
les quatre échantillons, a montré que le taux dbilté est environ 95 % , par comparaison avec
les cellules non traitées, ce qui indigue que tgpgplis n'a exercé aucun effet cytotoxique envers
les PMNs humains.

La figure Fig. 27) montre la cytotoxicité des extraits de propelis les PMNs humains
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Cytotoxcicité des extraits de propolis

100
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80
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controle Guelma TO Tlemcen M'sila

Fig. 27: Evaluation de la cytotoxicité des extraits depmics par le bleu trypan

PMNs (3 x1@ cellules / ml) sont incubés a 37°C pendant 30 mialesence et en présence des
extraits de propolis (100ug/ml). Puis, la viabiiglulaire est évaluée par le teste d’exclusion au
bleu de trypan.

Les résultats sont exprimés en pourcentage delitéabellulaire en référence a un témoin non

traité
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[1-3-2 Stimulation par fMLP :

[1-3-2-1 Résultats :

L’'injection de la propolis a différentes concentyas dans une solution qui contient les PMNs

stimulés par le fMLP nous a donné les résultatgasus :

Propolis GUELMA (%) Tizi-ouzou (%)| TLEMCEN (%)| M'SILA (%)
0 pug/ml 0 0 0 0

1 pg/mi 7 5 30 20
2,5 pg/ml 38 27 89 67

5 pg/ml 83 54 98 84

10 pg/ml 95 82 99 98

Tableau N° 18 : L'inhibition de la chimiluminescenen pourcentage
Pour bien présenter ces résultats nous avons péékediagrammes et les histogrammes

suivants :

(FMLP INHIBITION )

100 -
/-
o /. -
T [ ]
c 60 —
;8 =
O
£
£ 40 - - —m— GUELMA
O\o | —m—TO
= TLEMCEN
20 4 /:/ —m— M'SILA
0 - -/
T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Concentration ¢ ng /mil

Fig 28 Profil d’inhibition de la chimiluminescence detinol chez les neutrophiles humains stimulés parAM_es
neutrophiles sont incubés en présence de diffé&sesdacentrations de I'extrait de fmopolis récolté de 04 régions

Guelma, Tizi-Ouzou, Tlemcen et M'sila (1-10pg /ml)
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Fig. 30 Effet des extraits de faropolissur la chimiluminescence de luminol induite panibn superoxyde

généré par les neutrophiles humains stimulés\paP . 4 x 17 de neutrophiles humains sont incubés en présence
des extraits de lpropolis (1 pg /ml) avec luminol (10uM) dans le tampon dmnks .La chimiluminescence est
enregistrée apres injection de 50ul de fMLP (1pM)minescence totale est déterminée comme l'iatégte 15

min apres injection de fMLP

L'inhibition a 2,5 pg/ml
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Fig. 31 Effet des extraits de faropolissur la chimiluminescence de luminol induite panibn superoxyde

généré par les neutrophiles humains stimulés\palP . 4 x 17 de neutrophiles humains sont incubés en présence
des extraits de laropolis( 2,5ug /ml) avec luminol (10uM) dans le tamporHdaks .La chimiluminescence est
enregistrée apres injection de 50 ul de fMLP (1 M)minescence totale est déterminée comme I'iatégle 15

min apres injection de fMLP

% d'inhibition
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L'inhibition a 5 pg/mi
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Fig. 32 Effet des extraits de faropolissur la chimiluminescence de luminol induite panibn superoxyde

généré par les neutrophiles humains stimulés\paP . 4 x 17 de neutrophiles humains sont incubés en présence
des extraits de lpropolis (5 pg /ml) avec luminol (10uM) dans le tampon dmnks .La chimiluminescence est
enregistrée apres injection de 50ul de fMLP (1pM)minescence totale est déterminée comme l'iatégte 15

min aprés injection de fMLP
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Fig. 33 Effet des extraits de faropolissur la chimiluminescence de luminol induite panion superoxyde

généré par les neutrophiles humains stimulés\paP . 4 x 17 de neutrophiles humains sont incubés en présence
des extraits de lpropolis (10 pg /ml) avec luminol (10uM) dans le tamporHadaks .La chimiluminescence est
enregistrée apres injection de 50ul de fMLP (1pM)minescence totale est déterminée comme l'iatégte 15

min apres injection de fMLP
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[1-3-2-2 Discussion :

Pour la concentration de 1 pg/ml, on remarque gue les échantillons ont des différents effets,
avec des degrés d’inhibition trés variés. On vttrement que I'échantillon de Tlemcen a le
meilleur effet (30%) d’inhibition, puis I'échantilh de M’sila (20%), les deux autres échantillons
ont des faibles pourcentages : 5% et 7% pour Tuzna et Guelma respectivement.

L’inhibition a gardé la méme cadence, en augmen&mtconcentrations de [@opolis allant
jusqu'a 10 pg/ml, ou on a eu des résultats trésfaaants : 99 % pour Tlemcen, 98 % pour

M'sila, et 95% ,82 % respectivement pour GuelmaéietOuzou.
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[1-3-3 Stimulation par PMA

[1-3-3-1 Résultats :

Résultats et Discussion

Pour ce mode de stimulation des PMNs ou seul [&jm® responsable a la génération des
radicaux libres est activée, nous avons eu legteds suivants (Tableau N° 19) :

Propolis GUELMA (%) | TiziOouzou (%) TLEMCEN (%) | M'SILA (%)
0 pg/ml 0 0 0 0
1 pg/mi 1 -63 52 -25
2,5 pug/ml 39 -27 65 -9
5 pg/ml 74 9 88 32
10 pg/ml 89 52 96 65
Tableau N° 19 : L'inhibition de la chimiluminescenen pourcentage
100 -
T I
80
60 -
40
c
§e ]
S 20 /
< 4
£ 4 —&— GUELMA
o _ —&—T0
20 TLEMCEN
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-40 /
-60 -
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Fig. 34: Profil d'inhibition de la chimiluminescence de lumi chez les neutrophiles humains stimulés par
PMA. Les neutrophiles sont incubés en présencefffgehtes concentrations I'extrait de la propoésolté de
04 régions Guelma, Tizi-Ouzou, Tlemcen et M'sfla10pg /ml)

Concentration pg /ml
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100 - L'inhibition a 1 pg/ml
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Fig. 36 Effet des extraits de [aropolissur la chimiluminescence de luminol induite panion superoxyde
généré par les neutrophiles humains stimulé® sk . 4 x 10 de neutrophiles humains sont incubés en présence

des extraits de lpropolis (1 pg /ml) avec luminol (10pM) dans le tampon dks .La chimiluminescence est
enregistrée aprés injection de 50ul de PMA (100.nMjninescence totale est déterminée comme I'iatégle 25

min apres injection de PMA
L'inhibition a 2.5 pg/mi
100
80
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40

20
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-20

-40 - .
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Fig. 37Effet des extraits de faropolissur la chimiluminescence de luminol induite panion superoxyde

généré par les neutrophiles humains stimulé®psk . 4 x 16 de neutrophiles humains sont incubés en présence

des extraits de lpropolis (2,5 pg /ml) avec luminol (10uM) dans le tamporHdanks .La chimiluminescence est

enregistrée aprées injection de 50ul de PMA (100.rnMijninescence totale est déterminée comme I'iatégle 25

min apres injection de PMA
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L'inhibition a 5 pg/ml
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Fig. 38 Effet des extraits de fropolissur la chimiluminescence de luminol induite panion superoxyde

généré par les neutrophiles humains stimulé® sk . 4 x 10 de neutrophiles humains sont incubés en présence
des extraits de laropolis (5 pg /ml) avec luminol (10puM) dans le tampon dmnks .La chimiluminescence est
enregistrée apres injection de 50ul de PMA (100.rnMijninescence totale est déterminée comme I'iatégle 25

min apres injection de PMA

L'inhibition & 10 pg/ml
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Fig. 39: Effet des extraits de faropolis sur la chimiluminescence de luminol induite panibn superoxyde
généré par les neutrophiles humains stimulé®psk . 4 x 16 de neutrophiles humains sont incubés en présence
des extraits de laropolis (10 pg /ml) avec luminol (10uM) dans le tamporHdanks .La chimiluminescence est
enregistrée apres injection de 50ul de PMA (100.nMjninescence totale est déterminée comme I'iatégle 25

min apres injection de PMA
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[1-3-3-2 Discussion

La premiere remarque que nous pouvons retirequestapropolis réduit significativement et de
manieére dose dépendante la luminescence des PMhldés par PMA, c’est a dire que cette
inhibition est en fonction de la concentration desaits de la propolis.

La deuxieme remarque, c’est que a faibles conatemis, les extraits de |aropolis ont des
effets pro-oxydants, c’est a dire gu’ils augmentaiuminescence, ce qui reflete I'influence des

flavonoides, qui ont le méme effet prooxydent &l&s concentrations.

[[-3-4 Calcule de ICx,

Pour calculer le IGy,0n détermine I'équation de la droite de régressiour chaque courbe et

on calcule pour une inhibition de 50 % la concerracorrespondante.
La droite de régression pour I'échantillon de Tlemest montrée sur Fg. 40 :

Droite de régression

L 4

y = 8,8292x + 30,532

% d'inhibition
a1
o

30 ¥ e R* = 0,6025
20 -
10 -
O T T I 1
0 2,5 5 7,5 10

concentration

Fig. 40 Droite de régression pour I'échantillon de Tlemce
Le ICgq de I'échantillon de Tlemcen est calculé a pasit’édquation de la droite de régression
déterminée par ordinateur :

_ 50-30532

IC ez = 220 pg/ml
50~ "g8292 20 Hg

On donne les valeurs desdg des 04 échantillons de propolis (Tableau N° 20)
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Tableau N°20: Les concentrations d’inhibition a%b0de la luminescence des quatre

échantillons pour les deux modes de stimulation :

La région fMLP PMA
Guelma 4,35 4,68
TiziOzou 5,63 10,80
Tlemcen 2,20 2,40
M’sila 3,29 8,28

Tableau N°20 : 1Gg(en pg/ml) des échantillons de propolis

[1-3-5 Discussion de I'activité antioxydante :

Dans la présente étude, nous pouvons conclureeguextraits éthanoliques depieopolistestés,
ont exercé aucun effet cytotoxique envers les PKiiNBains, donc I'utilisation de cette matiére
pour des intéréts médicales n’'a aucun effet toxisueles étre humains, cette conclusion est

approuvee par des études antérieure sur l'utiisate la propolis iwivo.

Nous remarquons aussi que soit pour la stimulgimPMA ou par fMLP, des concentrations
faibles de lgpropolis ont montré un effet pro-oxydent. C’est a dire tpgeeéléments qui existe

dans son contenu ont un effet pro-oxydent. Cettearque été déja constatée dans des études

faites sur les flavonoidd®’ (68

Et autant qu’on augmente la concentration, I'efiatioxydant s’améliore jusqu’a I'obtention
des résultats tres satisfaisants, alors on peutlwen que linfluence se fait de maniére

dose - dépendent.

Nous pouvons aussi dire quepleopolis a un effet inhibiteur et scavenger au méme tewipst
a dire que les composés contenus dangrdgoolis peuvent intervenir pendant la réaction
inflammatoire, comme des inhibiteurs des enzymepamsables d85,” , comme ils peuvent

piéger les radicaux libres générés (produits dédation inflammatoire).

Car la stimulation des neutrophiles humains pdMIeP excite un récepteur qui se trouve sur la
membrane du neutrophile, qui crée un signal, ceieleest I'origine de toute une cascade de
réactions intracellulaires, qui se termine pardadgation de la superoxyde dd a I'activation de la
NADPH oxydase.
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Par contre la stimulation par PMA intervient diesoent au niveau de la protéine (P13 Kénase)

cette derniére, active la NADPH oxydase qui patesgiénére de la superoxyde.

Donc, d’apres les résultats obtenus, nous pouvioasde les deux échantillons de la propolis de
M'sila et de Tizi-Ouzou ont prouvé que leffet ibiteur, car ils ont montré a la méme
concentration un effet positif dans la stimulatpgar fMLP et un effet négatif pour la stimulation
par PMA, ce qui impliqgue que a 1ug/ml et a 2,5 dglaspropolis n'ont pas pu piéger les
radicaux libres, mais ils ont bloqué la cascaderéastions qui les génerent.

Mais a partir de 5 pg/ml, le pouvoir de piéger fadicaux libres est apparu, et ces mémes
échantillons ont montré un effet scavenger, cetab$e logique car les flavonoides ont cette
propriété, elles exercent un effet prooxydent alési concentrations puis a partir d’'un certain

seuil, I'effet positif commence a apparaitre.

Pour les deux autres échantillons (de Tlemcen &ui#ma) nous constatons qu’ils ont le double

effet inhibiteur et scavenger, car pour les deuxdi@sade stimulation ont montré un effet positif.

Les difféerences marquées entre les effets antimxigl des quatre échantillons deptapolis

dépendent de leurs compositions chimiques.

L'effet brillant de I'échantillon de Tlemcen est dsa concentration trés élevée en flavonoides

et en esters d’acides phénoliques (42,30 et 17,28spectivement).

D’apres les études de Dragon et adf’r-@s Paul Cos et autré¥) , la galangin, la quercetin , le
kaempferol et la chrysin prouvent une grande c#pad’inhibition méme a faibles

concentrations (leurs I§gsont respectivement 1,80 ; 2,62 ; 1,06 et 0,84 pM/oes élements

ont été identifiés dans laropolis des quatre régions mais a différentes concentigtiom qui

reflete leurs activités antioxydantes .

Aussi d’apres les résultats obtenus par Takenaateed?®! qui ont étudié I'effet antioxydant

de plusieurs composés phénoliques dadgolisde Netherland, ils ont trouvé que les dérivés de
I'acide caféique tel que Benzyl caffeate, cinangffeate, pentenyl caffeate et principalement le
phenethyl caffeate ( CAPE : cafféic acid phene#sger) ont des effets trés remarquables sur le
piégeage des radicaux libres, comme ils ont démaomirelle existe une synergie entre ces

COMpOSES.

Le grand effet antioxydant de I'échantillon de N&siqui est supérieur a celui de Guelma pour la
stimulation par fMLP peut étre justifié par la gdarmprésence de la Pinocembrin (9,5 %), sachant
quelle a un grand effet inhibiteur (Paul Cos), @enhbl est di au taux importants des terpénes

malgré que leurs effets inhibiteur n’a pas été emdemontre.
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Chapitre Résultats et Discussion

Mais a la concentration de 5 pg/ml les pourcentajegibition de I'échantillon de Guelma et
celui de M'sila sont 83% et 84 % respectivemeala @st peut étre expliqué par la présence de
I'effet synergique entre les flavonoides detapolisde Guelma.

L’effet modeste de la propolis de Tizi-Ouzou, qigist pas été prévu, ne peut étre di aux faibles
concentrations des flavonoides et des estersula s&plication c’est que cet effet est di au deux
composés non identifiés dans cet échantillon. @elmande un travail supplémentaire pour le

démonter.
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Chapitre Il Matériel et Méthodes

MATERIEL ET METHODES :

[11-1 Récolte :

L’étude phytochimique est effectuée sur la prapplielevée des ruches des différentes régions

de I'Algérie : Guelma (Est), Tizi-ouzou (Centreeficen (Ouest) et M’sila (Sud-est).
Le produit est stocké au réfrigérateur a une teatpér de 5°C.

Tableau N°21 : Origine géographique et temps dieamn des déférents échantillons de

propolis :
Echantillon Région Année
T Tlemcen Aout2002
Gl Guelma Septembre 2002
Ms M'sila Septembre 2003
To Tizi-Ouzou Juin 2002

[11-2- Extraction :

La préparation de I'extrait de la propolis estigesd a la température ambiante (maceération).
Un gramme de chaque échantillon est coupé en petitseaux, il est ensuite broyé et extrait

dans un volume de 15 ml d’une solution éthanol(@&i: v/v) pendant 24 h.

Cette opération est répétée trois fois avec rermment du solvant. Aprés récupération des
trois filtrats, une évaporation sous vide est séai(Rota vapeur) a 70 °C, juste aprés les résidus
obtenus de chaque échantillon sont pesés. La figairg 41) illustre les différentes étapes de la

préparation de I'extrait éthanolique
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Chapitre Il Matériel et Méthodes

Poudre de la propolis(1g

15 ml Etha/eau ( 7/3 vIv)

- Macération

- Filtration

Répitition de cette étape 3 fois

\ 4

Filtrat

Evaporation sous vide a 70 °C

A

Matériel résiduel

Addition de BSTFA et Pyridine

A 4

Analyse chimique
GC/MS

Fig. 41 : Etapes principales de la préparation de I'exttaita propolis

[11-3 Analyse chimique (GC/MS)

La technique gaz chromatographie masse spectr@n(@&/MS) est considérée la méthode la
plus effective dans la séparation, la détectionaetaractérisation des composés dans les
mélanges organiques complexes, son avantage egbird® capacité de déterminer les

structures complétes sans avoir besoin d’autresadés physicochimiques.

Environ 5 mg de résidu de chaque échantillon esipgré pour l'utiliser dans la

chromatographie par GC/MS.

[11-3-1 Réactifs :

- 50 pl de Bis-(trimethyl-silyl) trifluroacetamide @& FA) est utilisé comme un réactif de
sylilation dans le but de stabiliser les moléc@ldmutes températures

- 75 ul de la Pyridine
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Chapitre Il Matériel et Méthodes

[11-3-2 Description de I'appareil :

Environ 5 mg de résidu de chaque échantillon a p#paré pour l'utiliser dans la
chromatographie par dérivatisation. Pour cela ofaitedissoudre dans 75ul de la pyridine plus
50 ul de BSTFA, chauffé jusqu'a 80°C pendant 2Quiei

L’analyse a été réalisée avec un appareil dencatmgraphie gazeuse HP gaz chromatographe
5890 série Il, couplé a un spectrometre de massBHR. Une colonne ID SPB.1 (30m x 0.25

mm) et un film d’'une épaisseur de 25um), empl@@e les analyses des échantillons prépareés.

Les injections ont été effectués avec I'Hélium coengaz porteur ; la vitesse est de 35cm /min
la température est programmée entre 100 et 306°frplgramme de température a été appliqué
a l'ordre de 5 °C/min , la température de l'injeotétait de 300°C .

Identification des produits :

L'identification a été accomplie,en utilisant desnfjues des données informatisées, en
incorporant des spectres de masses, la majoritéaieposés ont été identifiés par comparaison

avec les pics standards ( temps de rétentior) ( Bt masse spectrale ( MS)) .

Dans quelque cas, quand les spectres identiguésaoiondus, le type structurel des composés

correspondants été proposeé sur les bases spededimsrs fragmentations en masse.

On donne les fragments obtenus des quatre compa@sésx, leurs pourcentages apres
I'interprétation des spectres de masse :

La Sakuranatin

m/z=430 (5%) [M *], miz= 415 (15%) [M- CH]", m/z= 369 (3 %) [M-H-
ACHg] *,m/z=311 (100%) [M- 2CH-OSi(CH3)3] ", m/z=238 (27%) [RDA (1), m/z=223
(5%) [RDA (1) -CHs] ™, m/z=210 (3%) [RDA (1)-COJ, m/z=192 (99%) [RDA (2)],
m/z=177 (14%) [RDA (2)-CH] ™, m/z=73 (36 %) [SiCH] "

Quercetin Méthyl ether

m/z=589 (100 %) [M-CH] ™, m/z= 575 (13%) [M-2CH] ", m/z= 559 (16%) [M-3CH] ",

m/z= 531 (19 %) [M- 3(CH) -CO]* m/z= 517 (15%) [M-OSi(CH)] ", m/z=247 (13%)
[RDA (2)- Si(CH3)3- 2 CH3]™", m/z=207 (15%) [(1)-OCH] ", m/z=189 (6%) [RDA (2)-
20Si(CHg) 3] ", m/z= 147 (6%) [ (2)- 3 Si(CH) 3] ", m/z =73 (45%) [SiCH]".
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Chapitre Il Matériel et Méthodes

Pentenyl p-coumarate :

La fragmentation de [M"] raméne aux résultats suivants :

m/z= 304 (23%) [ M-H [, m/z= 289 ( 13%) [M-H- CH] ", m/z= 236 (100 %) [M-GHg] "
m/z= 219 (85%) [M- GHgO]", m/z=192 (10%) [M- GHoCOO]*, m/z =73 (27%)
[SICH3] "

p-méthoxy cinnamic acid:

La fragmentation de [M]* raméne aux résultats suivants :

m/z= 250 (43%) [M], m/z= 235 (72%) [M- CH] ™, m/z= 217 (59 %) [M-H-OCH] ",
m/z= 204 (13%) [M- H-3CH] ", m/z=191(56%) [M-Si(CH) 3], m/z=147 (15%) [M-CH-
Si(CH3)3]™, m/z=133 (22%) [M- COOSI(Ch)3]™, m/z=121(13%) [M- CH-COOSi
(CH3)3]™, m/z =73 (44%) [SiCH] "

[11-4 Activité antioxydante :

L’effet antioxydant des extraits de fmopolis, récoltée au niveau des différentes régions, est
évalué par mesure de la chimiluminescence de Iupimduite chez les neutrophiles humains, en
utilisant Luminometre Microlumat LB 96V ( EG1 a@Berthold Wildbad, Germany).

4 x 10 de neutrophildpuits sont incubés en présence d’'une gamme de miatien de

1-10png /ml des extraits de la propolis avec Lum{i6l° M) dans le tampon de Hanks pour 1,30
min a 37°C avant l'injection de 50 pl de fMLP (1pibu de PMA (100 nM).

Il est a noter que I'activation des neutrophilas fMLP, exige la présence de la Cytochalasin B
(10uM). Les résultats sont comparés au contrdle eatmait de la propolis, qui représente 100%
de la luminescence .La spécificité de lI'oxydatiam Ildminol est vérifiée par la superoxyde
dismutase (100 Uml).

[11-4-1 Préparation des échantillons de propolis :

Des solutions de propolis a 20% d’éthanol onpééparées.

Pour tester I'activité antioxydante, on prépare sl@stions de 1; 2,5; 5 et 10g/ml dans le but

de déterminer la concentration correspondante adb#tibition.
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[11-4-2 Isolation des neutrophiles :

Les PMNs humains sont isolés a partir de 10 miaahg s contenant I'héparinate de lithium a une
concentration finale de 5 U/ml de sang, prélevénadianneur sain nom fumeur. Tout d’abord le
sang est mélangé avec le dextrane 10% pour aecééesédimentation des globules rouges.
Apres une durée d'une heure, 2 ml de plasma seopégés dans un tube en polypropyléne.
Ensuite, 2ml d’Histopaque® (R-1077) sont ajoutésand du tube. Aprés une centrifugation a
1000 tours/min pendant 25 min, les cellules sers@paelon leurs densités, les globules rouges
(GRs) et les PMNSs ont été récupérés aprés leumgddation. Une hémolyse est réalisée pendant
exactement une minute , par I'addition d’eau désilfraiche, puis 5 ml de 'HBSSont ajoutés,
suivie d’'une centrifugation a 1000 tours/min peridEh min. Cette derniere étape est répétée
trois fois. Enfin, le culot est récupéré dans 2del’HBSS et gardé dans la glace jusqu’a son

utilisation qui ne doit pas dépasser deux heures.

[11-4-2-1 Comptage des PMNs

Le comptage des PMNs isolés est realisé a I'aideedpipette « Potain », elle est graduée de 0 a
11. La suspension cellulaire est aspirée jusqutadugtion 1 ensuite, diluée par I'absorption de
la solution Turk jusqu’au graduation 11. Puis, ilgefte Potain est appliquée contre une lamelle
montée sur la cellule Malassez, qui va se remplirqapillarité. Enfin, le nombre des cellules est

compté dans 100 carreaux. Le nombre réel de PMNsshestimé par la formule suivante :

N =n. 10. 100

N : nombre total de PMNs par 1 ml de la suspencathulaire.
n: nombre des PMNs comptés dans 100 carreaux.
10 : coefficient de dilution.

1000 : pour obtenir le nombre de PMNs/ml de la sasn cellulaire.
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[11-4-2-2 Viabilité des PMNs

La solution du bleu trypan est utilisée pour estitaeviabilité des PMNs humains isolés. C’est
un colorant qui ne pénetre qu’a l'intérieure ddfutes mortes, qui apparaissent sous microscope
avec une coloration bleue et un aspect rond gogfiébref, 300 ul de la suspension cellulaire
sont incubés en présence d’'une solution de I'eddiaia propolis a 20pug/ml pendant 10 minutes
avec 300 ul du bleu trypan. Les cellules mortes sosuite, comptées a I'aide d’'une cellule de
Malassez. La viabilité est estimée par le pourgenties cellules vivantes par rapport au nombre

total des cellules

[11-4-3 Solutions et réactifs utilisés :

1- La solution stock du luminol (5 mM) est prépaans le tampon phosphate de sodium
(10mM) contenant 0,14mM de NaCl. Le PH du mélargiapisté a 12 avec de NaOH (1N) par
agitation pendant plus de 15 min, jusqu'a la diggwl compléte du luminol. Puis le PH est
amené a 7,4 avec de HCI (1N). La solution de luinisb conservée a 4°C dans un flacon fumeé

pendant plus de 6 mois.

2- La solution stock de f-MLP (1'(3 M), préparée dans Diméthylsulfoxyde (DMSO), estrép
en aliquots de 10| et gardée a -25°C.

3-La solution stock de PMA (féM) préparée dans le DMSO est répartie en aliqubts e

conservée -25°C.

4- La solution stock de cytochalalsine B (fﬂ)/l) préparée dans DMSO et conservée a -25°C.
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< Sang heépariné

* Addition de 1ml du Dextrane 10%.
* Laisser reposél heure.

* Récupération de 2 ml de plasma
* Addition de 2ml d’Histopaque

<« Plasma

< Histopaque

N

l* Centrifugation 25 min, 1000 tours/ min

<« Plasma

<——— Cellules mononucléaires

v — Culot (PMNs + GRs)

* Récupération du culot cellulaire

* Addition de H,O exactement £ min

* Addition de 5 ml de 'HBSS;

* Centrifugation 10 minutes, 1000 tours/min
, * Répétition de cette étape 3 fois

A

Récupération des PMNs dans 2 ml de HBSS

Fig 42 : Etapes principales d’'isolement des neutrophileadins.
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Conclusion générale

Notre étude confirme et argumente les résultatsnist dans la plus part des investigations
sur la propolis des différentes régions du mondecernant sa composition chimique (acides

et esters phénoliques, flavonoides) ou son actd®dgique.

Notre étude a montré que la propolis algérienneeaaomposition chimique tres variée, ce
qui est en relation directe avec la diversité fBm@du pays, ceci sera comme une perspective

pour faire un balayage sur tout le territoire akgyér

Le facteur temps de récolte n’est pas pris en dénaiion dans notre étude car les quatre

échantillons ont été récoltés dans la méme pér{adéomne)

L’absence des coumarines (et quelques autres pagtdh comme les anthocyanidines et les
tannins) dans la propolis algérienne est attendosne la démontré les études précédentes.
Aussi la grande quantité des terpenes et leur teaaffirment I'étude déja faite par le
professeur H. SAADI, leur origine et la déterminatide leurs activités biologiques fera

I'objet des recherches a 'avenir.

L’activité antioxydante de lgropolis été tres considérable, ce qui favorise son uiitisa

dans la médecine comme un anti-inflammatoire ebgydant naturel treés fort, disponible et
sans aucun effet secondaire, d’ailleurs l'utilisatides deux mode de stimulation des
neutrophiles humains (PMA et fMLP), montre que tapgwlis a un effet prépondérant, dans

les différentes étapes de processus inflammatbaea miveau du signal intracellulaire.

Nous pouvons espérer comme perspective le testeaeposés de la propolis algérienne

chacun d’eux seul apres leur isolation, afin denaftne les éléments les plus actifs
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Flavonol Synthase RP-HPLC
Flavanone 4-Reductase Rt
Flavone Synthase | T
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combiné avec un Spectromeétre de MasseTo
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VFEDP

Globules Rouges

Hank’s Balanced Salt Solution
Chromatographie Liquide Haute Performance
Concentration a 50 % d’Inhibition
IsoFlavone Synthase

InfraRouge

LeucoAnthocyanidin Reductase
Concentration Minimale Bactéricide
Concentration Minimale Inhibitrice
M’sila

Spectrométrie de Masse

Spectrométrie de Masse a Impact électronique
Non Volatile Fraction of Etheric Defatted

Drnannlic

OctaDecylSilane

Phorbol 12-Myristate 13-Acétate
PolymorphoNucléaire Neutrophiles

Retro Diels Alder

Résonance Magnétique Nucléaire

Resonance Magnetique Nucleaire Carbone 13

Resonance Magnetique Nucleaire proton

Phase Renversée en Chromatographie Liquide
Haute Performance

Temps de Rétention
Tlemcen
TriMethylChloroSilane
Tizi-ouzou

UltaViolet

Volatile Fraction of Etheric Defatted Propolis
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