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Introduction

Ze stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou

un de nos tissus lorsqu’ils sont soumis & une production endogéne ou exogéne des espéces

1éaciives de 'oxygene (ERO) qui dépasse leurs capacités antioxydantes.

Cet exces d’ERO non neutralisés est trés dommageable pour les macromolécules
cellulaires telles que I"ADN, les lipides et les protéines. De ce fait, d¢ nombreuses affections
humaines (cancers, maladies neurodégénératives, cardiovasculaires et occulaires) incluent

donc un stress oxydant, local on général, dans leur pathogenése.

Za complexité de ce nouveau concept ef son implication dans de nombreuses maladies
explique au moins en partie I"accumulation des recherches portant sur ce phénoméne et la
recherche de nouvelles substances permettant de mettre fin & ses dégits pathologiques ou leur

prévention.

Aujourd’huit, Ia majorité des travaux de recherche s’orientent vers "utilisation des
produits de la ruche et des plantes médicinales considérées commie source énorme de
multiples substances apithérapeutique et phytothérapiques ayant de propriétés antioxydantes

et piégeuses des ERO.

En effet, de plus en plus pratiquée dans le monde, |"apithérapie ou]_l’usage' médical des
produits de la ruche (miel, propolis, gelée royale, pollen ou encore la cire et le venin
d’abeilles) semble &tre une voie thérapeutique promettense pour la prévention et méme la

guérison de plusieurs maladies impliquant ou non un stress oxydatif. — S -

Effectivement, grice a ses propriétés A larges spectre, la propolis est le produit apicole
le plus médicinale de la ruche. Btant riche en flavonoides et en acides phénolique, la propolis
est pourvue d’une trés forte activité antioxydante et anﬁmiorobieun{,j faisant d’elle le sujet de
plusieurs études scientifiques qui restent foutefois encore trop pen nombreuses ou

incomplétes.
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 me—

Dans ce co’ntexte,@)tre travail expérimental a comme objectif d*étudier les propriétés
antioxydante et antibactérienne de quelques échantillons de propolis de différentes origines.
Notre étude englobe deux aspects :

Ze premier est d'ordre phytochimique basé principalement sur la mise en évidence
des flavonoides et leur dosage dans les différents échantillons de propolis.

ZLe second aspect est consacré 3 une évaluation du pouvoir pieégeur des radicaux libres
(in vitro) des différentes propolis et 4 la détermination de son efficacité antibactérienne vis-i-
vis de quelques souches bactériennes Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa . klebsiella

preumonia et Staphylococcus aurens, pouvant étre pathogénes pour "homme.

Ce mémoire est structuré en deux parties.

Za premiere partie est une synthése bibliographique qui commence par le chapitre du
stress oxydatif, le deuxiéme chapitre déerit ’ensemble des polyphénols ei particulierement les
flavonoides. Quant au troisidme, il apporte les chapitre apporte les détails concernant la
propolis, ses caractéristiques ainsi que ses vertus thérapeutiques.

Ia deuxiéme partie est congue en deux aufres chapitres, le premier (quatriéme
chapitre) déerit les méthodes et matériels utilisés pour la réalisation de ce travail, Le deuxiéme
(einquiéme chapitre) *assemble tous les résultats do notro étude ginsi que lew luterprétation el

discussion.
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Chapitre 1
Le stress oxydatif
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Revue bibliographique

I Le stress axydatif

Radicaux libres, espéces réactives de loxygéne (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il
faut rappeler que dans le milieu des années cinquante, Gerschman. R puis Hartman D
évoquaient déja la toxicité de L'oxygéne et la « free radical theory » pour expliquer le
processus du vieillissement. En 1969, les Américains Mc Cord et Fridovich isolaient 4
pattir des globules rouges humains un systéme enzymatique antioxydant le superoxyds
désmutase SOD, démontrant ainsi pour la premiére fois que potre organisme produit
effectivement des ERO dont il doit se protéger. Cette découverte a été le point de deépart
d’une intense recherche scientifigue dans le monde entier sur le stress oxydant ¢t les
antioxydants (Favier A, 2003),
L 1.Définition

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production d’ERO et les

systemes de defense antioxydante (Pincemail J o7 4/.1999) Lorsque I"un des systémes
protecteurs de I"organisme contre la toxicité des radicaux libres (RL) montre un échec,
"action des radicaux libres devient inconirélable, ce qui conduit 4 des dommages au
niveau des moléeules, des cellules, des organes et potentiellement 4 la mort de Iorganisme
(Durackova 7. 200R).(Figuvell) [ 3 conséquernce des effets nocifs des radicanx libras ot
des mélabolites réactifs de I"oxygéne est dite «stress oxydatif» Selon les pomnts de viye
actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un déséquilibre entre la
production el ['élimination des métabolues réactifs de ['oxygéne et du nitrogéne en faveur
de leur production condwsant ¢ des dommages porentiels (Durackova Z., 2008) et & des
dégdts cellulaires irréversibles (Abuja P.M ef al. 2001, Pincemail J ef 21.1999) ».
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Figure 01 : schéma de la balance anti-oxydante/ pro-oxydante (1)
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1.2. Origine du stress oxydarif
La rupture de I"équilibre antioxydant-prooxydant, lourde de conséquence, peut avoir de

multiples origines. (Favier A. 2003). En effet, le stress oxydant peut provenir soit :

% D’une production endogeéne massive des radicaux libres par activation de macrophages,
de polynucléaires, des cellules endothéliales et de la mitochondrie, ou par une
exposition a des générateurs environnementaux (soleil, radioactivité, pollution
atmosphérique, tabac, alcool, médicaments ... ). (figure 02)

% D'une défaillance du systéme antioxydant provoquée, d’une part, par un
affaiblissement des défenses enzymatiques di & une carence en cofacteur oligoélément
ou 4 une anomalie génétique ou acquise touchant leurs génes correspondants. D’une
autre part, cette déficience antioxydante peut aussi étre causée par une carence en
molécules non—enzymatiques antioxydantes surfout celles apportées par la nufrition.
(Favier A. 2006).

0t Radiations
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Figure 02 : Les différentes origines du stress oxydatif (2)

I Les radicaux libres
IL. 1. Définition

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
ou plosieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et
capables d’existence indépendante (Halliwell et Gutteridge. 1989). Ils peuvent étre
derivés de "oxygene (espéces réactives de "oxygéne ERO) ou d’autres atomes comme
I"azote (espéces réactives d’azote ERA). La présence d’un électron célibataire confére aux

radicaux libres une grande réactivité et ils peuvent étre aussi bien des espéces oxydantes
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que reductrices. De part leur structure parficulitre, ils ont tendance & attirer les €lectrons
d*autres atomes et molécules pour gagner en stabilité (Delattre J 2005).
L. 2. Caractéristiques des radicaux libres

-les radicaux libres soiit représentés par Re, du fait de lear grande réactivité, ils onf une
durée de vie trés courte, (de 'ordre de10~3a10 ¢secondes).

-Leur formation est assurée soit par rupture de liaison homolytique soit par transfert
d’électron par apport d*énergie.

-La stabilité différe d’un radical 4 un autre, les molécules trés instables vont vite réagir
avee les molécules voisines tandis que les molécules qui ont une instabilité modérée auront
tendance & agir loin du site de production et & propager le stress oxydatif. (lentender J.
2009).

I1. 3. Les principanx radicanx libres

Parmi toutes les espéces radicalaires susceplibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires 'ensemble de
composés radicalaires qui dérive de "oxygéne par la réduction 4 un électron tel que
Ianionsuperoxyde (027) et I'hydroxyle (OH').Les autres radicaux libres, dits radicaux
sccondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biechimiques de la cellule (Favier A. 2003). Il existe aussi d’autres espéces dérivant de
Poxyydne qui e sonl pas des radicanx libres, mais penvent &tre des précurscurs de
certaines radicaux libres tels que IMoxygene singlet %4 03 le perusyde d'hydrogene. . .ele.
(Tablean 01) (Delattre J 2005).

Tablean 01 : Principaux radicaux libres rencontrés en biologie (Favier A .2003).

Espéces dérivé de I'oxygéne Espéces dérivé de I"azote
Anion superoxyde 02°- Monoxyde d'azote NO°
Radical hydroxyle °OH Nitroxyde NOO*
Oxygéne singulet1,2 02 Peroxynitrite ONQQ®
Peroxyde d*hydrogéne 202

Radical peroxy ROO°
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IL. 3. 1. L’anion superoxyde

L’anion superoxyde (O;") est relativement stable, peu toxique pour Porganisme. Cette
faible réactivité permet d'ailleurs son utilisation par l'organisme comme médiateur régulant
des fonctions biologiques (Favier A, 2003). Mais il est 4 I'origine de cascades de réactions

conduisant & la production de molécules trés nocives.

O, +¢ —_— O,
I1. 3. 2. Le peroxyde d’ydrogéne
Le peroxyde d*hydrogéne (H,0;) est une molécule stable, mais diffusable et avec une
durée de vie compatible avec une action 4 distance de son lieu de production
(CordMc.1993). 11 est généré dans le peroxysome, les microsomes et les mitochondries
(Nohlet al. 2004) par une réaction de dismutation (Ramirez ef al. 2008).

20,"+2H' = H,0, + 0,

La dismutation de I'O,™ spontanée ou catalysée par les superoxydesdismutases est la
source majeur de I HyO;. Ce dernier n’est pas un radical libre mais a la capacité de
genérer des radicaux haufement réactifs. En présence de métaux de transition (fer et
cuivie). 1" HyOy donne naissance via la réaction de Fenton & un radical hydroxyle 1107
hautement réactit (Wardman et Candeias .1996).

Contrairement 4 I’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne est capable de waverser
les membranes des cellules et des organites cellulaires pour engendrer des dommages loin
de son site de production (Halliwelt et Gutteridge. 1996).

IL 3. 3. Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle ('OH) peut éwre induit par la réduction de L° H»0, selon la

réaction d’Haber-Weiss engendrant alors un ion OH inoffensif et un radical hydroxyle

HO"(Combhair et Erzurum. 2002).

H, 0+ 07" > HO +0,+0H
Cette réaction est lente ei probablement imopérante dans les tissus vivants, Mais en
revanche; en présence de métaux de transition (fer, cuivee), 'H>O; donne naissance jn
vivo via la réaction de Fenton (représenté en bleu clair dans la figure 03) & un radical
hydroxyle HO' hautement réactif (Goldstein ef al.1994),
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H>OQ; +Fe™ » OH+HO +Fe™

Le radical hydroxyle a une demi-vie extrémement courte et une capacité a diffuser
restreinte, il est capable de réagir trés rapidement avec la plupart des molécules bioclogiques
comme I’ADN, les protéines, les sucres et les lipides membranaire. Le radical hydroxyle
intervient soit par I"arrachement d*un hydrogéne soit par une réaction d’addition Parmi les
ERO le radical hydroxyle est de loin le plus réactif, (Delatire Jet al. 2005).
IL 3. 4. Le peroxynitrite

Il existe d’autre espéces dite réactive de 'azote qui résultent de la réaction entre le
monoxyde NO et I'ion superoxyde 1'0a.- cormme le peroxynitrite (-OONO).(Réaction
figure 03) Ceci se fait avec une vitesse réactionnelle cing fois supérieure 3 celle de la
dismutation de I'ion superoxyde par le superoxyde disnmutase. La formation de
peroxynifrite conduit 2 la perte de réactivité du NO mais en raison de la trés grande
réactivité du peroxynitrite,ce derier oxyde de nombreuses molécules dont un des produits
les plus stables est la nitrotyrosine.

11 3.4. L’acide hypochlorenx

L’H>0, forme I'acide hypochlorenx en présence d’ion C1 cette réaction est

calalyste pur la myeloperoxydase (MPO) (réaction en vert clair tigure 3)
11.3.5. Oxygéne singulet !

L’oxygéne singulet n’est gu’une forme activée de Poxygene, résultant d’une inversion de

spin d’un des électrons de ['orbital externe. Il esi responsable de réactions de

photosensibilisation. En effet certaines cellules, illuminées & une certaine longueur d’onde,

absorbant de I'énergie, passent alors 4 un état excité, et leur énergie d’activation peut étre

transférée @ des molécules d"oxygéne adjacentes (Favier A .2003).
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Figure 03 : Formation en cascade des différentes especes oxygénées réactives a partir du
radical superoxyde. (Koechlin R C. 2006.)

I1. 4. Les sources des radicanx libres
Les radicaux libres sont produils par un grand nombre de mécanismes aussi bien
endogénes qu’exogenes.
T4, Sources endagénes

Les systemes biologiques les plus simples geénérant des ERQ sont les constituants
cellulaires capables d’activer 'oxygéne moléculaire lors des réactions d’auto-oxydation.
Ce groupe comprend, parmi d’autres, des thiols, des hydroguinones, des flavines. des
catécholamines, des tetrahydropterines, des hémoprotéines, et des métaux de transition
(Maged Y, 1999). Mais la production des ERO dans les cellules mammiféres est
essentiellement d*origine enzymatique et découle de plusieurs sources possibles il s'agit
principalement de
% La mitochondrie

L énergie métabolique issue du catabolisme oxydatif est utilisée pour la formation de
coenzymes réduits (NADH, H") et de flavoprotéines réduites (FADH;). La chaine
mitochendriale de transport des électrons oxyde ces coenzymes,|"oxydation de ces derniers
s’accompagne d’une perte de profons et d’électrons qui, par I’intermédiaire de différents

complexes de la chaine de fransport, sont ensuite transférés a I'oxygéne moléculaire O,

1
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accepteur terminal de Ia chaine. La fuite des électrons dans cefte chaine de transport peut
intervenir aux niveaux des complexes [ et [11. (Figure 04)

Cette fuite d*€lectrons est limitée : moins de 3 % de la production électranique. Mais,
compte tenu de I"intense activité de la chaine respiratoire dans les organismes aérobies, la
fuite d’¢lectrons d’origine mitochondriale semble étre la source majoritaire d’ERO dans la
cellule, (Beaudeux J L éf al. 2006),
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Figure 04 : Fuiles d’¢€lecirons au cours de la respiration cellulaire (3)

» NAD(P) H oxydase

NAD(P) H oxvdase qui est une enzyme membranaire (Delattre J. 2005) utilisant
NAD(P) H comme substrat ef génére O, (Salvayre A N et al. 2005) selon la réaction
Suivante ;

NAD (P) H + 20, NAD (P)+H' +20,"

v

»  La xanthine oxydase/déshydrogénase
La xanthine oxydase/déshydrogénase peut générer 1'O," et le HyO, en utilisant la
xanthine ou I'hypoxanthine et NADH comme substrat (Salvayre A N ef al. 2005)

Hypoxanthine + 02 > xanthine + Oy’
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» Enzymes de la voie de I'acide arachidoenique, les lipoxygénases synthétisant les
leucotriénes et les Cyclo-oxygénases synthétisant les prostaglandines et les thromboxanes.

» L’auto oxydation des petites molécules
Une importante source d"ERO cellulaires est liée 4 I"auto-oxydation de molécules comme
la dopamine, 1’adrénaline, les flavines et les hydroquinones. Le produit direct de ces auto-
oxydations est souvent I'amjon superoxyde. L’impact de ces auto-oxydations sur la
regulation du stress oxydatif n'est pas encore clairement défini.

» Enzymes des organifes cellulaires

La my€loperoxydaselysosomiiale, les cytochrames P450 du réticulum endoplasmique
lisse, les cytochromes oxydases et les enzymes des peroxysomes comme la glycolate
oxydase et D-aminoacides oxydases...ete. Sont des sources de production de ["anion
superoxyde
IL. 4. 2. Sources exogénes
Les sources exogénes peuvent &tre représentées par des facteurs environnementaux tels que
1'ozone, la pollution diverses, la fumée du tabac, certaing médicaments ainsi que des
contaminations par des métaux lourds ou ceriains carences nutritionnelles (exemple vit C,
vit E;...)(Geronimi 2008). Par ailleurs, les rayonnements sont par différents mécanismes
de sources de radicaux, qu’il s’agisse des rayons X ou gamma, o1 des raynns nlfravialets
(UV) capables de produire anion superoxyde vu de Puxyglne singulel (koeehlin. 2006).

Tablean 02: Principales sources endogénes et exvgénes desradicaux libres (ERQ).

Source endogéne Source exogéne
-NADPH oxydase. “Toxiques environnementaux.
-Chaine respiratoire mitochondriale. -Radiations ionisanres.
-Péroxysomes. “Radiations UY
-Cytochromie Pyso, -Champs électrigues.
-Xanthine oxydase. -Xénobiotiquesprooxydants .
-Cyclo-oxygénases. -Chimiothérapie.
-Lipo-oxygénases. -Tabagisme.
-Phagocytose. - ["alcool.
-Réactions des ions de transition. -Cytokines pro inflammatoire
-Inflammation -Ozone.

w
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 -Etat d’ishémie-reperfusion. | -Médicaments.
-Atherogénése. -Pollution.
-Hémodialyse.
-Exercices intensifs

I1.5. Intéréts physiologiques des radicaux libres
IL.5.1. Réle dans la phagocytose
Les radicaux libres jouent un réle essentiel dans le bon déroulement de la réaction
immunitaire. La phagocytose des bactéries et parasites par les macrophages ou les
polynucléaires s'accompagne d'une production d’ERO si brutale et intense qu'elle est
connue, sous le nom de « Flambée respiratoire », c'est-a-dire explosion respiratoire. Au
sein. du phagosome, Iactivation de la NADPH oxydase et [Ilaction des
superoxydesdismutases (SOD) et NO synthase (NOS) aboutissent 2 un mélange trés
corrosif de Iz0,, HO", ONOOH, avec en plus dans le polynucléaire HOCI et '0s. Ce
mélange réactionnel, que I'homme a imité en utilisant comme désinfectant 'ean de javel ou
l'eau oxygénée, détruit par oxydation ['ensemble des compusants bactériens (Favier A.
2003, Delattre .J. 2005).
1L.5.2.Role dans la communication cellulaire
Lea rudicous librea joucrnient wn 10le Jdane Lo égulation de Texpression des pineg 1y
présence de radicaux libres dans le milicu cxtracellulaire est & ["origine de 1'activation Je
certains facteurs de transcription par des mécanismes encore mal compris. Il en résulte
ensuite 'expression des génes correspondants (Delattre J. 2005). « Chez £ coli, la
régulation rédox de la transcription est maintenant bien comprise. Elle passe par deux
facteurs ‘de transcription, SoxR (particuliéremeni sensible 4 0y7), et OxyR
(particulierement sensible & H»0;) qui ne sont opérationnels que sous leur forme oxydée »
« Chez les eucaryotes aucun equivalent simple de ces régulons n’a été mis en évidence.
Néanmoins, un facteur de transcription murin, activable par H;03, se lie & la séquence

" ADN reconnue par OxyR. » (Barouki R ef al).

-Par ailleurs les radicaux libres extracellulaires peuvent interagir avec certains
récepteurs membranaires et les activer. lls sont ensuite 4 Iorigine d’un signal cellnlaire.

(Delattre J. 2005),

10
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-En outre les radicaux libres peuvent intervenir en tant que second messager
intracellulaire. En effet la fixation d'un ligand extracellulaire sur son récepteur
membranaire est a 1’origine d’une succession de réactions conduisant 2 la genése d’ERO

(Delattre J. 2005).

Cependant, les antioxydants pourraient intervenir dans ces mécanismes et moduler la

transmission du signal et Texpression des génes. Par exemple, en piégeant les radicaux

libres, ils coupent court & toute la chaine de réactions qui conduisaif & I’activation de génes.

(Delattre J. 2005).

11.6. Les cibles biologiques des radicaux libres

La production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes de
macromolécules biologiques a savoir : Poxydation de 'ADN, des lipides, des protéines et
des glucides.
11.6.1. L,’ADN

L°’ADN est vulnérable aux dégits oxydatifs, mais il existe des mécanismes
enzymatiques sophistiqués pour réparer les dégiits sur PADN. Sans de tels mécanismes, la
stabilité génomique serait trés faible. La plupart des dégdts oxydatifs sur I"ADN sont ainsi
corrigés sans créer de maladies, mais les dégéts sur I"ADN peuvent &tre ufilisés comme
marrnEes e stoesy ovyalil Ces dfyfity: peuvent régulter en dee easeures de bring, dun
enchainements croisés protéines-ADN et des modifications de bases (figure 05). Chacune

de ces réactions est potentiellement mutagéne et peut bloquer la réplication de 'ADN..

it
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Figure 05 : lésion de I"ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
celhiles (Favier A. 2003).

I1.6,2. Les lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
lattaque par le radical hydroxyle. Cefte réaction appelée pernxydation lipidique ot
wehémnliste danshy figure 06, aboutit 4 des conséquences différentes : l'attaque des lipides
circulants aboutissant a la formation de LDL (lipoprotéines de densité légére) oxydées qui,
captées par des macrophages, formeront le dépdt lipidique de la plaque d'athérome des
maladies cardiovasculaires, l'atiaque des phospholipides membranaires modifiant la
fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et fransporteurs
et la transduction des signaux. (Favier A. 2003.).

La peroxydation lipidique représente un enchainement de réactions radicalaires
organisées en trois phases successives : I'initiation, la propagation et la terminaison cet
enchainement donne naissance a un radical avec une structure de diéne conjugué, plis
stable, qui peut réagir avec une molécule d°0, et former un radical peroxyle (ROO+)
(Esterbauneret al 1997). Ce radical est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un
hydrogéne 4 un acide gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction. Il est
généralement admis que chaque radical R peut &tre 4 origine d’une centaine de
molécules d’hydroperoxyde avant que survienne la phase de terminaison. L hydroperoxyde
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lipidique (ROOH) formé peut étre oxydé en présence de métaux de transition divalents de
Fe?" ou Cu®" et entrainer la formation d’alcalanes et d’aldéhydes toxiques dont le
malonyldialdéhyde (MDA) ou le 4-hydroxynonenal (4-TINE) qui sont considérés comme
marqueures de I*oxydation des lipides.

La réaction en chaine peut éfre interrompue (phase de terminaison) par |"association de
deux radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction

du radical avec une molécule antioxydante (Delattre J. 2005).

RA_ _
£\ HO
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RO o
43"' : 2 .
' ® aldéhvdes.

——= = R '
R ROOH RO — icanss...
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' RH
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R.ROO
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L 4
antioxvdants,
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Figure 06 ; Schéma des étapes de la peroxydation lipidigue (Ciltard J. Cillard P.
2006).

IL.6.3. Les protéines

La fonction et I"activité des protéines sont profondément affectées par n’importe quelle
altération de leur structure complexe — particuliérement 'oxydation. En général, les
protéines oxydées sont inactives et sont rendues particuliérement vulnérables & I"action des
protéinases. Dans des conditions d’augmentation du stress oxydatif, les cellules peuvent
étre incapables d’éliminer I’accumulation des protéines oxydées par protéolyse, ce qui

conduit aux dégats protéiques observés dans le diabéte.(Leanl M E J, Burns J)

Les deux principaux marquenrs biologiques de |'oxydation des protéines sont :

- La formation de carbonyles protéinés suite & 1’attaque, par les ERO, des résidus
d*acide aminée histidine, proline, arginine et lysine sont particuliérement prédisposées a
cette attaque. . (Favier A. 2003)
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- La formation de nitrotyrosines est due au peroxynitrife hautement. (Favier A. 2003)
Les carbonyles protéinés et les nitrotyrosines sont tous les deux trés stables faisant d’eux

des marqueurs biclogiques utiles et fiables. (Favier A. 2003)
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Figure 07 : Nature de guelques modifications des chaines latérales d°acides aminés des

protéines aprés attaque radicalaire (Favier A .2003).

11.6.4. Les glucides

Par auto-oxydation, le glucose produit de grandes quantités d’ERO et de glyoxal. Ce
dernier se fixe sur le groupement amine des protéines avec comme conséquence,
I"appantion de residus carboxyméthyl-lysine (protéines dgées) qui onl la capacité de fixer
le cuivie et d’induire un processus de peroxydation lipidique, ce qui entraine une
augmentation de la production de glyoxal. Le glucose Ini-méme peut se combiner 4
"hémoglobine pour donner I'hhémoglobine glycosylée, Une augmentation de ces
marqueurs s trouve bien sur chez des patients souffrant de diabéte, pathologie clairement

associ€e & une situation trés importante de stress oxydant (kalousova et al. 2002).

II1. Les maladies lides awx siress oxydatif

Dans plusieurs maladies graves, notamment celles lides au vigillissement, le sitess
oxydant est le facteur déclenchant originel. Clest le cas des cancers, des pathologies
oculaires (cafaracte et dégénérescence maculaire), des maladies neurodégénératives
(ataxies, SLA, maladie d'Alzheimer). Dans de mombreuses autres maladies, le stress
oxydant est secondaire a létablissement de la pathologie, mais participe 4 ses
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complications immunitaires ou vasculaires. Clest le cas de maladies infectieises comme le
sida, le diabéte, la maladie de Parkinson ou l'insuffisance rénale (Kalousouva er al. 2002).
VI Le systéme de défense antioxydant

L’organisme a développé des systémes de défense trés efficaces contre la production
des RL. Les molécules conirdlant cette production sont désignées: par le terme
«d antioxydant».
IV.1. Définition

Du point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui, présentes a
faible concentration par rapport 4 celle du substrat oxydable, retardent ou inhibem
significativement I’oxydation de ce substrat (Abuja P M et Albertini R, 2001), et dont les
produits de la réaction entre I"oxydant et Pantioxydant ne doivent pas étre toxiques et ne
branchent pas la réaction radicalaire. (Durackova Z. 2008)
IV.2. Caractéristiques des antioxydants

Un composé est considéré antioxydant in vivo, lorsqu’il requiért les propriéiés suivantes

(Ursini F. 1999, Durackova Z: 2008).
- Il doit réagir avec les métabolites réactifs de I"oxygéne qui sont biologiquement toxiques.
- Le produit de la réaction de I'antioxydant avec Ioxydant ne doit pas étre plus toxique
pour I'organisme que le métabolite €liming,
- L’antioxydant potentiel doit éire présent dans I’organisme en concentration suffisante.

- L demievie Ao Pantioocy dunt duil Cire sulfisimment longue pour e aves Moo ot

Les antioxydants peuvent jouer leur réle a différents niveaux du processus oxydatif
(Baskin S 1 et al. 1994), en neutralisant les radicaux initiateurs, en liant les ijons
métallique, en neutralisant les radicaux peroxyles et en éliminant les biomolécules
endommagées par oxydation, ainsi que d’autres types de réactions.

V. 3, Classification des systémes antioxydants
1V.3.1.Les antioxydants enzymatiques (Tableau 03)
IV. 3. 1. 1. Les superoxydesdismutases (SOD)

Les superoxydesdismutases (SOD) (EC : 1.15.1.1) sont des métallocnzymes qui
catalysent la dismutation des anions superoxydes en oxygenes moléculaires et peroxydes
d’hydrogénes composés stables et moins toxiques (Comhair et Erzurum, 2001) selon la
réaction suivante :

0;" +2H+ 2n > 0, +H,0;
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Ces enzymes accélérent la vitesse de cette réaction spontanée rendant trés rapide la
disparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d’hydrogéne. Celui-ci est un
composé oxydant mais peut étre ultérieurement catabolisé par la catalase ef les glutathion
peroxydases.
IV. 3. 1. 2.La catalase

La catalase (EC : 1.11.1.6) est une enzyme héminique capable de transformer le
peroxyde d’hydrogéne (généralement produit par les SOD) en eau et oxygéne moléculaire.
Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries
et le cytoplasme (pour les cellules qui ne possédent cette organelle ex ; érythrocytes)
(Lindau Sehpard et Shaffer. 1993).

La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogéne :

CAT
2 H;Oy > H; 0+ 0;

La catalase et la glutathion peroxydase ont des rbles protecteurs similaires et leur
contribution relative est assez variable. La catalase est surtout active lorsque le niveau de
stress oxydatif est élevé on que la quantité de glutathion peroxydase est limitée et elle joue
un role significatif en permettant d'é¢liminer l'sxcés de peroxyde d'hydrogéne afin que la

téaction de Fenlon ne puisse pas s'amplifier (Cantin. 1999),

IV. 3.1.3, Les glutathions peroxydases

Les GPxs constituent une famille d’enzymes possédant un résidu séléno-cystéine dans
leurs sites actifs et capables de réduire des composés hydroperoxydes en leurs comiposés
hydroxyles correspondants en utilisant du glutathion réduit (GSH) qui sera transformé en
glutathion oxydé (GSSG).(Gladyshef ef al.1999 , Arthur.2000).
Jusqu'a présent 5 GPxséléno-cystéine ont été identifices GPx1, GPx2, GPx3. GPx4 et
GPx5 (Comhair et Erzurum. 2001). Toutes ces enzymes fonctionnent selon lé méme
mécanisme catalytique suivant -
ROOH + GPx-Se- + Hf ————— ROH + GPx-SeOH
ROH + GPx-SeOH +GSH ——» GPx-8¢-SG + H20
GPx-Se-SG+ GSH  ———» GPx-Se-+GSSG+H'

ROOH +2GSH — GSSG+ROH+H,0
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L’activité antioxydante de ces peroxydases est cependant trés dépendante de 1’apport
nutritionnel en sélénium (Favier A, 2003 , Delattre J et al. 2005).

A Pactivité séléno-dépendante, il faut ajouter les GSH-S-transférases, protéine sans:

sélénium, possédant aussi une activité peroxydasique vis-3-vis des peroxydes organiques

mais pas vis-d-vis du peroxyde d’hydrogéne (Fisher ef al. 1999).

Tableau 03 : Les enzymes anti-oxydantes (Lee ef al. 2004).

Enzymes Fonctions
Superoxydedismutase Elimination du superoxyde
Catalase Elimination de 'hydroperoxvde
Glutathion peroxydase Elimination de ’hydroperoxyde

Glutathion disulfidereductase
Glutathion-S-transferase

Methioninesulfoxydereductase

Réduction de la glutathione oxydée
Elimination de I"hydroperoxyde lipidigue

Réparation des résidus méthionine oxydés

Peroxydase Décomposition du peroxyde d’hydrogéne et

du lipide hydropéroxyde

{1V.3. 2. Les antioxydanis non enzymatigues
1V.3.2. 1.Les antioxydants hydrosolubles
v La vitamine C (voir annexes)

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant
dans les fluides exiracellulaires. C’est un pidgenr trés efficace des ions superoxydes, du
peroxyde d’hydrogéne, de I"hypochlorite, des radicaux hydroxyles el pyroxylcs, et de
'oxygéne singulet. Le réle antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les
radicaux peroxyles aqueux, le produit formé étant le radical ascorbyle. En pidgeant les
radicaux peroxyles dans la phase aqueuse avant qu’ils initient la peroxydation lipidique, la
vitamine C protége les biomembranes ¢t les lipoprotéines (Delattre et al. 2005).

v' Le glutatliion (voir annexes)
Est un constituant intracellulaire ubiquitaire présent 4 des concentrations millimolaires

dans la plupart des cellules et micromolaires dans le plasma (Gerard-Monnier et
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Chodiére, 1996). Dans des conditions physiologiques, le glutathion sous forme réduite
(GSH) représente la trés grande majorité du glutathion total (90 & 98%) ; Jors d’un stress
oxydatif le GSH est oxydé avec la formation de pont disulfure, GSSG, et/ou de pont
disulfure mixte, GSSR (R étant fixé & un autre thiol radicalaire) (Stamler et Slivia. 1996).
Le glutathion agit également comme Co-substrat d’enzymes antioxydantes felles que la
glutathion peroxydase, glutathion réductase et transférase (Ravi et al. 2004).

GSH + R°— GS° + RH

v Lacide urigue (voir annexes)

L’acide urique constitue le produit terminal majeur du métabolisme des purines chez les
primates. Possédant des propriétés antioxydantes, il peut interagir avec les EOA, et tout
particulitrement avec le radical lhydroxyle. I apparait comme étant Iantioxydant
plasmatique le plus efficace en termes de réactivité avec les ERO.(Durackova Z. 2008)
v La bilirubine (voir annexes)

Est capable de piéger des radicaux peroxyles ROO+ et I’oxygéne singulet, protégeant

ainsi I"albumine et les acides gras liés 4 1’albumine des attaques radicalaires (Neuzil et

Stocker. 1993).

V1.3.2.2. Les antiexydants Liposolubles
v Lavitamine E (voir aititexes)

Le terme générique de vitamine E désigne en fait une famille constituée des tocophérols
et tocotriénols, la forme la plus active étant I'o-tocophérol. Cette vitamine est décrite
comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes chez
I"homme.

La structure de la vitamine permet de capter les RL
- dans les zones lipophiles des membranes cellulaires, grice & sa chaine phytyle,

- dans les zones Iydrophiles, 4 la surface des membranes plasmiques, grice a sonhydroxyle
phénolique. 1.’ a-tocophérol réagit avec les radicaux oxygénés lipidiquesen empéchant leur
propagation (Liebler ef al. 1986).

L a-tocophérol est également un puissant inhibiteur de la formation des

nitrosamides, en captant I’acide nitreux. Ainsi transformé, celui-ci ne peut plusréagir avec

les fonctions amides des moléeules pour donner des nitrosamides.
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Figure 08 : exemple de réaction antioxydante en chaine mettant en jen les vitamines E et
C(4).

v f-caroténe (voir annexes)

Le B-caroténe est apporté par l'alimentation. 11 est doué de plusieurs capacités : il est

précurseur de la vitamine A, il capte l'oxygéne singulet sous faible pression d'oxygéne et,

avec les autres caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de

lipoperoxydation. Il protége les structures cellulaires contre I'agression oxydante

(Goudable et Favier A. 1997).

¥ Ley ucides lipuiques on thivetlques (volr annexes)

Ces acides correspondent & une chaine hydrocarbonée (8carbones) dont deux fonctions
SH. Comme le glutathion les acides lipoiques sont liés anx protéines. On les trouve dans
les extraits de fois, de reins, mais principalement dans la levure. (Delletre J. 2005).

v L’ubiquinone (voir annexes)

L’ubiquinone ou coenzyme Qiq est bien conau pour son réle vital dans la production
d’énergie au niveau de la mitochondrie. Le Co Qi principalernent sous sa forme réduite
ubiquinol 10 ou CoQjoHy, posséde aussi des propriétés anti-oxydantes intéressantes en
piégeant des radiauxsuperoxyde et en inhibant laperoxydation lipidique (Kehrer J
P,1999).
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IV.3. 3. 3. Autres molécules antioxydantes

v’ Les oligo-éléments

Les oligo-éléments, appelés aussi “éléments traces’ sont des éléments métalliques

indispensables & ["organisme, mais en toute petite quantité.

~Le cuivre

Cet oligo-élément est un des cofacteurs essentiels de la SOD. Toutefois, au méme titre
que le fer, il joue, en tant que méfal dit de iransition, un réle important dans le
déclenchement des réactions conduisant & la formation d’espéces oxygénées activées. Une

concentration trop élevée en cuivre pourra done refléter la présence d’un stress oxydant
-Le sélénium

Le sélénium est nécessaire & ["activité de nombreuses enzymes telles que les glutathion
peroxydases (GPx). On le trouve dans I’cau minérale, dans le lait, les fraises, les tomates,

les poissons,
-Le zine

La prise de zinc conduit a long terme a I’induction de protéines antioxydantes comme
les metallothioneines, L’ importance du zinc dans la prévention des effets toxigues dus aux
radicaux libres est primordiale. En effet, le zine joue un rdle dans 1’activité et le maintien
de la 8OD qui est un piégeur capital des ions superoxydes, précurseurs de la chaine des

radicaux libres, il protége également les groupements thiols des protéines

v’ Substances bioactives : polyphénoles

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre
autres les flavonoides, les anthocyanes, les tanins, lescoumarines,ef les phénol. Ce sont des
composés que "on refrouve dans les plantes. Depuis quelques années les polyphénoles
attirent I’attention des chercheurs & cause de leurs propriétés antioxydantes. En effet, ils
sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique et de
téduire les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi capables de piéger
les ions méialliques, car ils ont des propriétés chélatrices(Delattre J. 2005). Dans le
chapitre suivant, nous ¢talerons plus de détail concernant les propriétés antioxydantes des:

polyphénols.
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Chapitre I1
Les polyphénols
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1. Généralités

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques issues du
métabolisme secondaire des végétaux. IIs sont caractérisés, comme leur nom I"indique, par
ia présence de plusienrs groupements phénoligues associés en structures plus ou moins
complexes généralement de haut poids moléculaire (Derbel 8 etGhedira K. 2005).

Les composés phénoligues participent activement aux interactions de la plante avec
son environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre les plantes
(Allélopathie)el les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions
vis-d-vis des organismes pathogénes: Ils participent de maniere trés efficace a la tolérance
des végétaux 4 des stress variés, done ces composés jouent un role essentiel dans I'équilibre
et 'adaptation de la plante au sein de son milien naturel (Macheix f al. 2005).

D'un point de vue appliqué, les polyphénols constituent ia base des principes actifs que
l'on trouve chez les plantes médicinales, ailiées & leur difficulté de production, ces
molécules sont doudes de plusieurs propriéiés biologiques et pharmacologiques expliquant
leurs bienfaits sur la santé de 'homme (effet antioxydant, effet protecteur contre

I'apparition de certains cancers...) (Derbel S et Ghedira K. 2005).

IL. Biosynthése des composés phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynihéligues

% celle de I'acide shikimique

% celle issue de I'acétate

11, Principales classes des compaosés phénoliques

C’est une classe constituée d’environ 8000 composés (Hennebelleet Tet al. 2004),

divisés en plusicurs catégories qui sont:
% Les acides et esters phénoliques

% Les coumarines

P
by

Les flavonoides .~

o
O’Q.

Les tanins obtenus par polymérisation des flavonoides

.
L3

Les lignanes qui, avec les iso-flavones, sont nommées phyto- oestrogénes
En se basant sur la structure carbonée de base, Le tableap snivant montre les structures de

base de quelques classes des polyphénols.
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Tableau 4 : Squelette carbonique de quelques classes des polyphénols(Macheixes al.

2006)
COMPOSES PHENOLIQUES
Squeletie Classe Exemple Formule Origine
carboné
C6 Phénols simples hydroguinone = Busserole
HO X OH
C6-Cl Acides acide o Epices,
hydroxybenzoiques | parabvdroxybenzoique HO fraises
OH
€6-C3 Acides acide p-coumarique - Tomates, atl
. : o/ N\ ; O
hydroxycinnamiques . N\
oH
Coumarines Ombelliférone _ N Carottes,
cdriandre
oS
Ca-C4 Naphtoguinones Juglon Noix
67~ Stilhénnidrs trang-resvératrol Raiuin
C6
C6-C3- Flavonoides Kaempférol Fraises
C6
Isoflayonoides Daidzéine KD 0 Graines de
\©;5J $0ji
T e
(8] AN
anthocyanes Dalphiniol o 5 Dalbergia
LHET \f e ;
Al | sissoo
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(C6-C3); Lignanes Entérodiol Bactéries
intestinales
(C6-C3), Lignines Bois, fruits a
noyaux
(C6-C3- | Tanins condensés Procvanidol Raisins, kaki
o),

IIL 1. Les acides phénolignes et ies coumarines:

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer & tous les composés organiques, possédant
au moins une fonction carboxylique et in hydroxyl phénolique (Bruneton J. 1993).

Les deux groupes essentiels des acides phénoliques sont les acides hydroxybenzoiques
et les acides hydroxycinnamiques. Ces derniers sont des dérivés des molécules non
phénoliques qui sont respectivement I"acide benzoique et I'acide cinnamique (Budic-Leto
I ef al. 2002).

Par ailleurs, les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation
interne de la chaine latérale. Tls ont plusieurs activités biologiques parmis lesquelles,
["activit€¢ anti-inflammatoire et antivirale. Vue leur toxicité trés élevée, les communautés
médicales les utilisent avec une prande précantion, c’est pour cela que beaucoup d’études
gur las animaux no pevvont dtro oxtrapoléca sur les ¢trea humaing, coqui a linite 1 intédl
pharmacologique des drogucs 4 coumarines (Hoult JR S ez al. 1996).

Les coumarines les plus fréquentes sont l'umbelliférone ou  ombelliférone.
l'aesculétine, la scopolétine, dont les substitutions correspondent, respectivement, aux
acides : p-coumarique, caféique et férulique. Signalons, I'umbelliférone et la scopolétine
(Bankova Vet al. 1992) (figure 09).
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5 4 OCH3 S 4

OH

scapolctine

Figure 09 :.Stucture chimique de quelques coumarines (5).

{11, 2. Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange (Piquemal. 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutdi prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaaliet al. 2004 , Male$ev et
Kunti¢. 2007). L’intérét nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la

vitamine C par Szent Gyorgyi en (1938) (Bruneton. 1993).

Par ailleurs, on estime que 2% de l'ensemble du carbone photo-synthétisé par les plantes

est transformé en flavonoides (Lhuillier. 2007).

HIL2. 1. Structare chimigue :
Fes Aavowiides ol toos Ty méme sirueture chimiqua de baaa, ln poanhdant am

squeletie carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatigues (A)
et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3formant ainsi I'hétérocyele (C) (figure.
10) (Erdman W er al. 2007).Lexistence des différentes classes structurales des

flavonoides serait fonction des modifications de ["hétérocycle C,

IIL.2.2. Classification :

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possedent
le méme €lément structural de base. Iis peuvent &tre regroupés en différentes classes selon
le degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B rélié 4 ’hétérocycle C dans

les positions 2, 3 (Tableau 05).
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De fagon générale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en pesition 3, 5, 7, 37, 4,
S'et/ou6’ (Figure 10). Un ou plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemment
méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés.

Il faut noter aussi que dans les plantes, les flavonoides peuvent étre présents sous
forme C-ouO-glycosylés. Cependant, les formes libres, sans sucres attachés sont appelés
les génines ou flavonoides aglycones (Brunetan. 1999).

Par allleurs, les flavonoides minoritairessont représentés par les chalcones, les
dihydrochalcones, les aurones, les flavanones, les dihydroflavonols et les anthocyanidals
(Harborne, 1993).

Figure 10 : Structure de base des flavonoides (Dacosta. 2003).
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Tableau 05 : Nomenclature des sous-classes des flavonnides (Rajnarayana K er al. 2001)

3 5 7 > Ky 4 g
Flavonols:
Kaempferd OH OH OH H i aH H
Morin OH OH OH OH i OH H
Rutin o-R! OH DH H O OH H
Myricatin OH aH OH H [, OH OH
Quercetin OH- OH aH H OH OH H
Quercatnn QO-Rnh OH OH H OH GH H
Myneimn O-Rh OH OH 4 C O 434
Spirenosite OH OH OH H OH O-Glu H
Galangin OH OH oH H H H H
Rokbinin O-R! OH OH H H OH H
Kasmpferide OH CH QH H H O-Me H
Fisetip OH H OH H OH OH H
Rhamnetin 0OH OH O-Me &l CH OH H
Flavoncnes:
Hesperiiin H OH OH H OH O-Me H
Naringin H O OR H H OH H
Naringanin H OH OH H H OH H
Enedictyol H OH OH H o8 OH H
Hespendin H OH O-Ma H [9:2] O-Ke H
Pinocembrin H OH OH H H H H
Likvirtin H H OH H H O-Gl 5 H
Flavones:
Rpoifalin H ‘QH R H 5 aH H
Apigenin H 0H DH H H OH H
“Tangeratin H TMe 0:Me H H O:Me H
Flavone H H H H H H H
Baicaléin H H ‘OH H H H H
Liteciin H OH OH H o OH H
Chrysin H OH OH H H H H
Techtochrysin H OH O:hde H H H H
Diosmetin H OH OH H OH O-Me H
Diszmin H Qll o-R I ol -Ma H
Flavanolols:
Silibinin OH OH OH H H 00 H
Silymarnin ‘aH OH OH H H O-L-0- H
Taxiolin oH OH OH H OH OH H
Pinabanksin OH OH OH H H H H
Flavan-3-ols:
Catechin OH OH OH H 0OH OH H
Isoflavones:
Genisiein OH OH H g OH H
Daidzin - H O-Glu H H CH H
CHIie = Methoxy DGl = Clucosyl -OR' = Alkoxy -0-L-0=8emne
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IIL. 2. 3, Distribution :

Les flavonoides sont souvent rencontrés dans les légumes feuilles (salade, chou,

épinard. etc.), ainsi que dans les téguments externes des fruits. La distribution des

différentes familles de flavonoides chez les végétaux est représentée dans le tableau

(tableau 06).
Tableau 06 : Distribution des principales classes des flavonoides (Erdman W er al. 2007)

Famille

Molécules principales

Distribution

Flavone

apigénine, lutéoline,

chrysine

pomme, céleri, grains de
céréale,(teneur = 5-100
mg/kg)

herbes aromatiques (persil,
romarin, thym), propolis,
miel, Petroselinumsativum,
Apium

graveolens. ..

Flavanone

hespéritine,naringine,

taxifoline ef pinocembrin

citrus et agrumes (teneur =
250-6000 mg/kg) propolis,
eucalyptus globulus

Flavonol

quercétine,
myrécitine, galangin et

kaempférol

pomme pamplemousse,
radis, endive,brocoli, oignon,
chou, laitue, vinrouge,raisin,
olive, thé noir,... (teneur =
56-250 mg/kg), propolis
Sophora japonica, Stellaria
media, Vitisvinifera

Isoflavones

genisteine et daidzeine

légumineuses (soja, haricots
noirs et pois chiches verts),
pousses de luzerne et de
trefle et les graines de
tournesol (teneur = 150-1500

mglkg)

Puerarialabata, stellaria

.28
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media
(+)-catéchine, thé vert et noir, vin rouge
flavan-3-ols (-)-epicatéchine, (teneur = 5-250 mg/kg)
(-)-epigallocatéchine ef leurs | Vitisvinifera
esters de gallate
fruits et legumes rouges et
Anthocyanes cyanidine, pelargonidine | violets (pommes, raisins,

baies, kaki, cassis...)
(100-4000 mg/kg)

ITI. 2. 4. Biosynthése des flavonoides

Les flavonoides sont synthétisés au niveau du chloroplaste et participent 4 la phase
lumineuse de la photosynthése comme transporteurs d’électrons. Certains quittent le
chloroplaste et s*accumulent dans les vacuoles (Middleton E. 2000).

Les composés de départ de la biesynthése des flavonoides sont le malonylCoA et les
dérivés CoA de I"acide cinnamique. le cinnamoylCoA(Gerhard. 1993). Ces composés
sont formés suite 4 deux voies complémentaires: vole acétate malonate et voie
shikimaie(Hollmanet al, 1999, Middleton E. 2000)

L vole shlklmate cohdull o la synlhese de |'nerde cinnamique ct done au cycle U et 4 la
chaine en C3 qui formera le eycle oxygéné C de la structure de base des flavonoides. Les
précurseurs de cetie voie sont 1'érythrose 4-phosphate de la voie des pentoses et le PEP
résultant de la glycolyse(Marfak. 2003).

Drautre part, la voie acétate-malonate constitue la voie de synthése du noyau A. Ce
systéme aromatique est formé par condensation répétée d’unitds d’acétate(Gerhard.
1993).

Ces deux voies sont alors condensées pour engendrer un précurseur commun, la 4, 2!, 4',
6'-tétrahydroxychalcone avec la catalyse de la chalcone-synthase(MiddletonE, 2000).

Ce pigment jaune est métabolisé en différentes classes des flavonoides sous I'action
d’enzymes spécifiques (figure 11). Des réactions post-biosynthétiques sont enfin
effectuées pour donner la structure finale aux flavonoides telles que la glycosylation,
I’acylation. (Marfak. 2003). Il existe cependant des flavonoides non glycosylés comme la
quercétine(figure 11) (Bruneton. 1993,Remesyer al. 1996, Middleton E, 2000).
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Figure 11 : Voies de biosynthése des flavonoides (Milane. 2004).
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IIT.2.5. Activités biologiques des flavonoides et des polyphénols
IT1.2.5.1, Propriétés antioxydantes et pidgeuses de radicaux libres

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur
capacité & piéger les radicaux libres (Ghedira K. 2005); radicaux hydroxyles (OH'), anions

superoxydes (O;7) et radicaux peroxvlipidiques, selon Ja réaction suivante -
Flavonoide (OH)+ R° —  flavonoide (O0') + RH

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grice 4 la présence du cycle
B dihydroxylé (Figure 12 en jaune) pouvant céder des électrons aux radicaux libres. On
note aussi la préseuce de la liaison insaturée entre C2 et C3 (en rouge) ainsi que la fonction
4-oxo0- sur le cycle C (en vert) et autre groupeiments fonctionnels (en bleu) capables de
chélater les ions meétalliques (Cu, Fe) qui peuvent renforcer les effets déldteres des
radicaux libres(Williams R 1 al. 2004).

Quercetin y

Figure 12 : Représentation des groupements piégeurs des flavonoides Exemples de la
quercétine(Williams R ef al. 2004).

I1.2.5.2. Propriétés antibactériennes

La therapeutique des infections bactériennes se base principalement sur I'usage des
antibiotiques.Les flavonoides sont toujours utilisés dans I’industrie alimentaire, cosmétique
et comme agents antimicrobiens en médecine populaire(Ghedira K. 2005).
Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicifé
vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié 4 l'inhibition des

enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
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inactiver les adhésines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan. 1999).
111.2.5.3. Autres propriétés hiologiques

La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de
nombreuses pathologies, telles que le cancer, I'ischémie cardiaque, 1"athérosclérose et
I’hypertension. Cela peut-étre expliqué par le fait que ces composés ont la capacité de
modifier de nombreux facteurs impliqués dans Ja genése de ces maladies (Ghedira K.
2005).

Les flavonoides ainsi que 1’ensemble des polyphénols sont en effet capables d’abaisser
la pression artériclle chez le rat, d’empécher I'oxydation des LDL, d’inhiber [a
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, d’empécher [’agrégation
plaquettaire, de stabiliser les cellules immunitaires et de promouvoir le relichement des
cellules musculaires lisses vasculaires. Ils ont ainsi &t décrits comme dtant des anti-
inflammatoires, des anti-allergénes, des anti-thrombotigues, des anti-hépatotoxiques, des
anti-uleérogéne, des antiviraux et des anti-tumoraux (Narayana K et al, 2001, Di Carlo et
al. 1999) (Figure 13).

Leurs propriétés sont lides an fait qu'ils peuvent moduler I'activité de nombreuses
protéines intracellulaires (les protéines kinases, les phospholipases. I"adénylatecyclase, les
ATPases, les cyclo-oxygénases (COX), les NOS ou le cytochrome P450 ef agir sur
differents Lypes celluluires (les cellules musculaires lisses ou cardiaques, nerveuses ou

diverses cellules tuorales) (Ghedira K, 2005).

Actior sur les celliles du
systeme immunituire Anti-tumorausx

\——’jnh-oxydanf \J

NF:x3
Détoxifiant  — POLVPHENOLS% ——> Anvi-inflammatoire C

: 4’\\ \ L iINas
/ ‘ > Anti-agrégant
Ma ,

Vasodilatateur Anti-thrombotigue
eNOs

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 13 : Effets biologiques des polyphénols (Martin S er al. 2002),
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De nos jour I"utilisation des substances bioactives d’origine végétale, plus précisément
les polypheénols, devient une intéressante alternative de la thérapic médicamenteuse et
suscite de pius en plus I’intérét des chercheurs et des cliniciens vis -4 vis de la prévention
ou méme du traitement de nombreuse pathologies. A titre d’exemple, la propolis qui
représente une composante clé de Iapithérapie (I'usage médical de ces produits de la
ruche) est une substance végétale modifiée par I'abeille qui est trés riche en flavonoides
comme la pinocembrine, la chrysine, la quercéiine, iacacétine et la galangine.

Ces flavonoides conferent & la propolis des propriéiés antioxydante, antibactérienne,
anti-cancereuse et autres faisant de la propolis I"objet de plusieurs études scientifiquesqui

restent toutefois encore trap peu nombreuses ou incomplétes (Lahouel ML 2005).
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Chapitre 1T
La Propolis

34


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Revue bibliographique

Un importanl travail de recherche sur la propolis a ét¢ fait dans les années 70 par
l'apiculteur Lund Aagaard. Aprés s'éire guéri d'une angine avec cette substance, il se langa
dans upe étude empirique. Suite & 16 000 expériences effectuées a travers la Scandinavie, il
constata les effets bénéfiques de la propolis dans le traitement des infections de la bouche,
de la gorge, du nez, des sinus et autres malaises affectant la téte aprés contamination par
des virus ou des bactéries. La propolis se révéla alors un reméde efficace contre plusicurs
infections. B
Il 1. Définition

‘La propolis est un mastic végétal, fabriqué par les abeilles 4 partir de résines récoliges
sur les écorces et les bourgeons de certains arbres et de plantes balsamiques. Les abeilles
les apportent 4 la ruche, les additionnent et les modifient vraisemblablement en partie par
I'apporf de certaines de lews sécrétions propres (cire et séerétions salivaires
essentiellement) (Alexandare F .1984, Alin C. 1996).

II 2. Historigue de la propolis

Le mot propolis est d'origine grecque et il signifie :"Pro" - devant et "polis" - cité, en
se référant aux observations des apiculteurs qui voyaient cetle résine & l'entrée de la
ruche "devant la citéy (Jean M P. 1996).

En Egypte, la propolis servaif & I'embaumement. Elle était également connue des
Grees anciens puisque Aristote la présentait, dans son Histoire des animaux, comme un
« remdde aux affections Je Ja peau, plaies el suppurations ». Elle connut un regain de
popularité au XIX°siécle lorsque les médecins de I’armée anglaise ["employérent pour
désinfecter les blessures et faciliter leur cicafrisation durant Ja Guerre des Boers en Afrique
du Sud.

Une utilisation non médicale de la propolis est aussi le vernis, dont les violons de
Stradivarius ont ét¢ induit pour donner un meilleur son et de les protéger contre le ver de
bois.

1. 3. L’origine de la propolis
La propolis 4 deux origines
% Origineg inferne
Selon Kustenmacher, la propolis est un résidu issu de Ja premiére phase de digestion
du pollen dans un petit organe situé entre le jabot et 1intestin moyen appelé le gésier a

pollen .la propolis serait ensuite régurgitée par 'abeille.
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% Origine externe
Beaucoup d'arbres fournissent la propolis aux abeilles, celles-ci trouvent quelques
ingrédients de cette substance sur les bourgeons principalement. Dans des régions, les
arbres suivants sont visités par les abeilles pour y recueillir ces précieuses substances : pin,
épicéa, aulne, saule; marronnier d'Inde, bouleau, prunier, fréne, chéne, peuplier, etc.
T, 4. L'ufilisation de la propolis dans la ruche

La propolis est un produit multi-usage dans la vie de 1a ruche -

% La propolis sert & colmater les petites fissures de Ia ruche pour la rendre bien homogéne

et assurer ainsi une meilleure isolation thermigue de la ruche.
* La propolis sert 4 diminuer le trou de vol (I'entrée de la ruche), notamment en hiver pour

que l'air froid ne pénétre pas trop & l'intérieur de la ruche.

L)
b5

Pour réparer les alvéoles ou tout ce qui peut se dégrader 3 l'intérieur de la ruche. La

propolis est alors utilisée comme une sorte de mortier.

"% Pour vernir l'intérieur de la ruche. Cela a une double wtilité, 1a propolis va permettre

d'éviter les aspérités A l'intérieur de la ruche mais cela va surtout permetire de réaliser une
sorte de barriére de désinfection, pour éviter que ne se développent les bactéries &
l'intérieur de Ja ruche.
< Et I'ntilisation la plus surprenante de la propolis par les abeilles est 'embaumement des
inseetes ou des petits animaux qui sont rentrés dans la ruche. Les abeilles ne peuvent en
effet pas les transporter pour les fire sortir. L'cnibaumement 2 la propolis et & la cire
permet ainsi d'éviter la putréfaction de I'intrus et les dangers microbiens qui y sont lids.
I11. 5. Récolte de la propolis
La récolte de la prapolis s effectue dabord par les abeilles ét ensuite par I’homme.
Concernant la récolte effectuée par I'homme, elle se¢ fait de deux manieres
- en raclant et grattant les cadres ou les parois de la ruche, dans ce cas la récolte de propolis
a lien en période froide on Ia propolis est dure et fiiable, facilitant son détachement. Mais
ce procédé ne permet pas de récolter une propolis de bonne qualité.
- en utilisant une grille moulée en plastique ou en acier inoxydable doni les abeilles
bouchent les orifices avec la propolis qui est de meilleure qualité (Debyser E. 1984 T)
(figure 14).

36


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Revue bibliographique

Figure 14 : Récolte de la propolis (6).

I1L 6. Propriétés physique de la propolis

La propolis est une substance de consistance variable suivant la température, elle est
dure et friable 215°C, molle et malléable a 30°C etcollante et gluante entre 30 et 60°C son
point de fusion se situe autour de 70°C (Alin C.,1996).

- Par ailleurs, quand la propolis est chauffée au bain-marie, elle se divise en deux parties :
-une partie visqueuse qui tombe au fond du récipient.
-une partie liquide appelée cire de propolis qui reste en surface et qui trouve de nombreux
usages dans le domaine apicole -

Concernant sa solubilité, Ja propolis est insoluble dans I'sau mais soluble de fagon
partielle dans J'alcool, l'acétone, 'ammoniague. le benzéne, le chloroforme, I'éther, ie
L lduitliyléue, sle. Seul un wélauge sdéyuat de difféents solvunls permet de dissoudre la
quasi-totalit¢ de ses composants (Raoul A.1992).

Quant a 1a couleur de la propolis, elle est trés variable suivant sa provenance, allant du
jaune clair au brun tres foncé, presque noir en passant par toute la gamme des bruns, Sa
saveur est souvent amere et dcre et son odeur variable suivant son origine ; en général son
ardme agréable et doucetre, mélange 4 celui du miel, de la cire et d'autres produits
(cannelle, vanille, etc.). Si elle est brilée, elle dégage une odeur trés délicate et trés
recherchée du fait des résines aromatiques qu'elle contient (Alin C. 1996).

HL 7. Composition chimigue de la propolis

Cette composition est trés complexe avec presque 150 constituants différents.
Toutefois, elle peut fortement varier d’un type de propolis & un autre.
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Ainsi, elle contiendrait 50 4 55% de résines et de baumes, 20 i 35% de ciresvégéiales
ou de cire d’abeille, 5 & 10% d’huiles essentielles (anéthol et eugénol notamment), 5% de
pollen et 5% d’autres substances diverses d’origine organique ou minérale(Alphandery R.
2002).

La propolis est constituée aussi de plus de 40  flavonoides!; flavones
(apigénine, chysine ,lutéoline), flavonols (a quercétine, le kaempférol, galai-;ghe),Les
flavanones (naringénine, taxifoline) et les flavanols (catéchine, chalcones), des composés
phénoliques (acide coumarique, acide .ac'étylsalicylique), des aldéhydes aromatiques
(vanilline, isovanilling), des composés terpéniques, des acides gras aliphatiques (acide
oléeique et stéarique), des sucres, des acides aminés (arginine, proline), des oligo-
€léments (fer, cuivre, manganése), des vitamines (vitamine A et vitamines du groupe B)
(Darrigol J L. 1979),

I 8. Les propriétés pharmacologiques de la propolis

' Propriété antioxydunte

- Cette propriété est lide auy polyphénels et aux flayonoides pour lesquels il a éé

démontré qu’ils étaient capables de cassetles réactions en chaines sur les lipides, d’inhiber
les réactions de 'chﬁniolumin‘escancezsi et de piéger les certains ERO.;[,esnnmbreux
oligoéléments et minéraux de la Propolis favorisent également 1’action antioxydante,
(Marquele F D ef al. 2003),

P Activité antimicrobiznng

A cause de ses activités antimicrobiennes, la propolis est souveni nommée "antibiotique

nature]”. En effet, Les composés de la propolis qui démontrent l'activité antibactérienne
sont la pinocembrine, galangine, acide caféique, et l'acide férulique. Elle a une action
essentiellement par l'inhibition de la division cellulaire ce qui provoque l'arrét de la
croissance et de la progression des gﬂrmeﬂ D'autres mécanismes entrent en jeu. comme la
désorganisation du eytoplasme (Martini M C et Seiller. 2006),

Par ailleurs, I'activité antifongiqueest démontrée par la présence des substances
comme pinocembrine, pinobanksine, I'acide caféique, ester benzylique, sakuranetine, et le

ptérosilbene. La propolis empéche le développement des fameux Candida albicans,

Tesponsablés des candidoses.
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Concernant V'activité antivirale de la propolis, elle esi due 3 la présence de l'acide caféique,
du lutseoline, et de la quercétine (Schmidt et Buchman. 1992), la propolis a une action sur

certains virus, notamment les viras grippaux

% Propridtés anticancéreuses

Les propriétés anti-carcinogines de la propolis ont été démontrées par de nombreuses
¢tudes sur I’animal. Elles sont dues aux flavonoides et a un dérivé del'acidecaféique
identifié comme étant un inhibiteur tumoral,

Elle contient également, des agents cytotoxiques spécifiques des cellules cancéreuses
comme |"Artepilline C et le diterpenoide du Clerodane, ce dernier ayant prouvé son action
dans le traitement du cancer de utérus, de par son action antivirale, et dans le cancer du
foie (Dandiya P. 1991).
< Propriété cardiovasenlaire

Les concentrations importantes de I'extrait de la propolis diminuent la tension sanguine
et produisent un effet sédatif en maintenant le nivean du sérum de glucose dans le sang
(Kedziaet al. 1986). Les dihydroflavonoides, contenus dans la propolis renforcent les
capillaires (Roger, 1988) et produisent une activité anti-hyperlipidique (Choi § H. 1991).

% Propriété cicatrisante

La Propolis entraine la stimulation des processus de régénération tissulaire ef de
cicatrisation. La propolis joue un réle nutritif notable dans Iintégrité cutande, Cette
Propriélé est en partie, due 4 la présence d'acides aminds tels Parginine et la proline, dont
on connait le rdle dans le processus de régénération de la peau. Ils permettent d’augmenter
la synthése du collagéne et est ainsi accélérer Ja réparation de ['épiderme abimé. (Martini
M C et Seiller, 2006)

Propriété anesthésique

La propolis posséde une action anesthésiante, ceci grice a 'activité des huiles volatiles
de cellesci. Cette action n’est pas:issue d*un mécanisme central comme [a morphine et n'a
pas d’effets indésirables comnie la cocaine (collapsus, malaises...) (Bane M. 2010),

% Propriétés immunitaires

La propolis démontre une trés grande activité immunitaire sur certains virus (Manolova
et al. 1987).Comme elle active les cellules immunifaires qui commencent & produire les
cytokines et ¢lle empéche le dévelappement de cellules tumorales.

< Propriétés anti-inflammatoire
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L'action anti-inflammatoire de la propolis se fait par la stimulation des macrophages,
par I'inhibition de l'agrégation des plaquettes ainsi que par l'inhibition de la synthése des
eicosanoides(Castaldo et al, 2002),

% Autres propriétés

Beaucoup d’autres propriétés biologiques et pharmacologiques des propolis ont €té
décrites par divers auteurs, y compris la régénération des tissus, 1"activité hépatoproctive,
Iaction immuno-modulatrice, etc. (Marcuci M.1995).
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Notre étude expérimentale a été effectuée en partie, au sein du laboratoire d’analyses
médicales, Etablissement Hospitalier d'Tbn Zohr de Guelma. La suite de travail sest
déroulée au niveau des Laboratoires de Biochimie et de Microbiologie. Université 08 mai
1945 de Guelma..

I. Produits et réactifs utilisés
Afin d’étudier I"effer antioxydant et antibactérien des flavonoides de la propolis, nous
avons ufilisé les produits et reactifs suivants :
-Extrait éthanolique de la propolis (EEP) dont le proeédé d’extraction est détaillé ci-
dessous et qui nous a ¢té foumni gracieusement par le laboratoire de Toxicologie
Moléculaire, Université de Jijel.
-Deux sortes de propolis commerciales, 1'une fabriquée en Algérie (PCA) et existe sous
forme de poudre. L autre, étant liquide, est d*origine frangaise (PCF).
-La Quercétine est un flavonoide de référence (poudre jaune CjsH,g O : M : 302.235)
-La vitamine C (acide ascorbique) est un antioxydant de référence.
-Le 2,2-diphényl- I-picrylhydrazyl (DPPH") (C)gH;sNsOs" ; M : 394.32) est un radical libre
stable.
-Autres produits chimiques
Produits chimiques : Le méthanol (MeOH), le chlorure d’aluminium (AlCI3), Acétate
d’éthyle, Ba Chdihydraté H:S0s. NaCl (0.9 %),
Milieux de culture
Bouillen nutritif, gélose nuiritive, gélose de Muller Hinton, gélose de Chapman.
ILExtraction de la propolis

La propolis provient de I"Est Algérien, wilaya de Jijel.

L’extraction des substances bioactives contenues dans la propolis est réalisée dans
I"éthanol et Te méthanol. Cent grammes de propolis brute sont coupés en petits morceaux
puis additionnés de neuf volumes (900 ml) d*éthanol & 95 % puis laissée pour macération
pendant 15 jours avec agitation de temps en temps.

Aptes filtration sur du coton, le filtrat est évaporé a 79 °C en utilisant un évaporatéur
rotatif {Evaporator E100). Le résidu est repris dans le méthanol a 70 % et laissé a
macération pendant une nuit. Aprés évaporation du solvant a I’ évaporateur, I’extrait obtenu

est appelé : extrait éthanolique ou extrait brut de la propolis EEP. (Lahouel M et al. 2004),

o
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I11. Mise en évidence des flavonoides
ITL. 1. Principe

Afin de metire en évidence la présence des flavonoides dans nos échantillons de Ja
propolis, un test simple et rapide a ¢té effectué en réalisant une chromatographie analytique
sur couche mince de silice et en la pulvérisant par une solution éthanoligue de chlorure
d'alaminium AlCl; (1%).
IT1. 2. Mode opératoire
III. 2. 1. Préparation de la phase stationnaire

La chromatographie a été réalisée sur des plaques en aluminium pré-étalées de gel de
silice.
IIL. 2. 2. Préparation de la pitase mobile

La phase mobile est constituée d’un mélange de solvants orgamiques acétate
d'éthyle/méthanol/eau (100/13,5/10).
111, 2. 3. Dépét des échantillons

Le dépdt de la quercéiine et des trois échantillons de propolis en solutions
méthanoliques se fait avec des tubes capillaires en verre 4 usage unique. Plusieurs dépots
successifs du méme échantillon peuvent étre faits afin de concentrer ’analyte.
111, 2. 4. Développement des plagues

La plaque est déposée en position verticale dans la cuve préalablement saturée par les
vapeurs do sysicéme solvam ¢holsl, les échantllons a etudier seront plug ou moins entrainés
par la progression par capillarité de la phase mobile vers le haut de la plague.
IIL. 2. 5. Révélation

La révélation se fait par une méthode chimique qui consiste 4 pulvériser le
chromatogramme par une solution éthanolique de chlorure d'aluminium (1%) (1g d'AlCk
dans 100 ml d'éthancl). Cette derniére va réagir avec les flavondides contenus dans les
échantillons donnant un produit coloré en jaune.
1V- Dosage des {flavonoides

Les flavonoides de L’EEP, de la PCA et de la PCF ont été quantifiés par la méthode du

trichlorure d*aluminium, (Bahorun et al. 1996) qui consiste & ajouter 1m! de la solution
méthanolique de I"échantillon (4 concentration de 1mg/ml pour 'EEP et la PCA et 4 une
dilution de la PCF par le méthanol) & un volume égal d*uve solution d'AICI; 2 %(2g dans
100 m! méthanol).
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Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a été lue a 430 nm aprésl0
minutes d’incubation:(voir annexes).

Une courbe d'étalonnage (y= ax + b) réalisée par la quercétine a différentes
concentrations (tableau 07) et pratiquée dans les mémes conditions opératoires que les
échantillons servira a la quantification des flavonoides. La teneur en flavonoides a &té
exprimée en milligrammes équivalents de quercétine /mg de poids sec de ’échantillon,
pour I'EEP et la PCA et en mg de la quercétine/ml de la PCF.,

Tableau 07 : Concentration méthanoliques de la quercétine de la courbe d’étalonnage

1C |G |G |Cy [Cs |G [€ |G [C [Cu

Concentrations 10 [15 |20 [25 |30 (|35 |40 |45 |sa |5
Quercé’tine(pgfm_l)

tah

V. Evaluation de Iactivité antioxydante de la propolis in vitro
V. 1. Principe.

La capacité des différents types de propolis 4 piéger les radicaux libres est déterminée
par la méthode colorimétrique de Kolevaer af (2002). Ce test, simple et rapide, utilise le
radical libre le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazy] (DPPH") (CsI112N506" 5 M : 394.32) qui, &
I’état stable, posséde une coloration violette foncée, cette derniére devient jaune pale 4
I'état  réduit du radical (Figure 15). Ce changement de couleur est traduit par une

decrorssance de | 'ahsorbance du radical DPPH 4 517520 nm.

Substance donnant un
atome d’hydrogéne

|
5
b d

Forme radicalaire (DPPH") Forme réduite (DPPH-H)

(Couleur violette foncée) (Couleur jaune pale)

Figure 15 : Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux P.2004).
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V. 2. Réalisation de Pessai
Des dilutions des solutions de I'EEP et de la PCA ont été préparées a partir d’une
solution méthanolique mére de concentration égale 4 Smg/ml (Cg= 5 mg/ml). Quand a la
PCF qui existe sous forme de liquide, des dilutions par le méthanol onf été réalisées (v/v)
Les deux tableaux 08 ef 09 résument toutes les dilutions faites a partir des trois
échantillons de propolis, de la quercétine et de la vitamine C, ces deux derniers sont
utilisés comme antioxydant de référence.
Tableau 08 : Concentrations des dilutions de la Vit C, de laQuercétine, de I’EEP et de la
PCA (m/v).

Vit C© Quercétine | (EEP) (PCA)
Concentration 01 0.1 0.1 0.1 0.1
Concentration 02 [ 0.125 0.125 0.125 0.125
Concentration 03 0.25 0.25 0.25 0.25
Concentration 04 0.5 0.5 0.5 0.5
Concentration 05 0.75 0.75 0.75 0.75
Concentration 06 0.1 0.1 0.1 0.1
Concentration 07 2.5 2.5 2.5 2.5
Concentration 08 5 5 5 5

Tableau 09 : Concentrations des dilutions méthanoliques de la PCF (V/V).

Propolis commercial
Fran¢aise(PCF)
Concentration 01 1/10°
Concentration 02 1/10°
Concentration 03 1/10%
Concentration 04 1/10
Concentration 05 1/8
| Concentration 06 1/4
Concentration 07 1/2
Concentration 08 1
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A chague volume de 1.5mi de la solution méthanolique du DPPH’, un volume de 15 pul
de chaque concentration préparée de I'extrait est ajouté, Aprés agitation et incubation 4 la
température ambiante pendant 15 'min, les densités optiques des mélanges réactionnels sont
mesurées par le spectrophotométre (ANADEQ 458) 4 517 nm contre un blanc préparé
dans les mémes conditions par le méthanol. (voir annexes).

L’activité antioxydante est comparée 4 celle d*un antioxydant standard vitamine C et &
celle d’un flavonoide commercial de référence, la quercétine, (Ahmed G et al. 2001).

V. 3. Expression des résultats

Pour obtenir la concentration efficace qui réduits la concentration initiale de DPPH" de

50%, les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du DPPH® et donnés selon la

formule suivante :
Inhibition % = [(A,_ A ,)/A | x 100 (Yen G.Cet Duh P.D., 1994)

A 4 et A, sont les valeurs de I’absorbance de Iéchantillon et du blanc respectivement 4

517 nm. Les résultats sont exprimés par la moyenne de denx mesures + écart type.

VL Evaluation de ’activité antibactéricnne de la propolis
VI. 1. Support bactérien testé
Afin d’étudier Ieffet antibactérien de la propolis avec ses variérés, quatresouches
bactériennes de référence ont été utilisées a savoir
Trois souches Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922,
PsoudomonasaeruginosaATCC 27853.
Klebsiellapneumoniea ATCC 700603,
Une souche Gram positif:  Staphylococcus aurens ATCC 25923,
VL. 2. Test de sensibilité des baetéries vis-i-vis de Ia propolis
Le test de sensibilité a été effectué selon la méthode de diffusion des disques déerite par
(Dulger et Gonuz. 2004, Parekh et Chanda. 2007, Rota ef al. 2008). 11 a &ié réalisé selon
les étapes suivantes :
V1. 2. 1. Préparation des milienx de culfure
La gélose de Mueller Hinfon stérile préte 4 ["usage a été coulée dans des boites de pétrie

stériles de 90 mm de diamétre. Lépaisseur de la gélose est de 2 mm répartie uniformément

T
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dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min 4 une température ambiante du

laboratoire-avant leur emploi.
VL 2. 1. Préparation de la solution de Mc Farland

Afin de contréler I"inoculum utilisé un étalon 0,5 Mc Ferland a été préparé en versant
0.5ml d'une solution de Ba Clydéshivdraté a 1% (10 g/l), dans une éprouvetie de 100ml
Compléter a 100 ml avec du H;SO4 & 1% (10 mi/l). Ainsi préparé, il doit avoir une D.O. de
0,08 a0.1 lue 2625 nm.

La solution est aliquotée en volumes de 10ml, dans des tubes identiques & ceux qui
serviront a la de préparation de I'inoculum, les tubes sont ensuite scellés et conservés a
température ambiante et & "abri de la lumiére. Le tube étalon doit étre homogénéisé avant
de Je comparer & I'inoculum préparé qui doit avoir la méme densité que Iétalon.

V1. 2. 3. Repiquage des espéces bactériennes

Les différentes especes bactériennes ont i€ repiquées par la méthode des stries, puis
incubées & 37 °C pendani 18 & 24 heures afin d'obfenir une culture jeune et des colonies
isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.

VL 2. 4. Préparation de l'inoculum

Des colonies bien séparées des espéces bactériennes concemées onf été prélevées a
l'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 5 & 10 ml d’eau physiologique
stérile (0.9%), san apasité doif étre équivalente a 0.5 Mc Ferland (DO = 0.08 & 0.1lue o
625 nm). L inoculum peut &tre ajusté en ajoutant ; soit-de la culture s°il est trop fort soit de
I’eau physiologique stérile s’il est trop faible.

NB : L'ensemencement doif se faire dans les |Sminutes qui suivent la préparation de
I’inoenium.

VL 2. 5. Préparation des disques

Des disques de papier filtre de 5 & 6 mm de diamétre, stériles (stérilisation & 120°C
pendant 15 min par autoclavage), sont chargés de 50 pl de l'extrait naturel & tester, des
disques imprégnés de méthanol sont également utilisés qui vont servir de témoin négatif.
Des disques des antibiotiques sont également utilisés comme contréle positif, ( Amikacin
10pg, Cefotaxime 301g, Imipenéme 10ug).

VL. 2. 6. Ensemencement

Des boites de pétrie stériles préalablement coulées, sont ensemencées par étalage a

T'aide d'un rateau stérile, l'ensemencement s'effectue de telle sorte & assurer une distribufion

homogeéne des bactéries,
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A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier filtre contenant les produits & tester
sont déposés 4 la surface de la gélose inoculée au préalable.
L'activité antibactérienne est déferminée en termes de diamétre de la zone d'inhibition

produite autour des disques aprés 24 h d'incubation a 37° C.

VL 3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de fagon générale est la plus faible

concentration d’antimicrobien capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps
d’Incubation de 18 & 24 heures. Pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) par 1a méthode de micro -dilution en milieu liquide, 11 s’agit d*ine application des
dilutions progressivement géométrique de raison 2. 11 §’agit de préparer une gamme allant
de 0.125,0.25.0.5,1,2,4.8.16,32jusqu'a 0.0625 mg/ml (concentrations massiques) pour les
extraits EEPPCA et la quercétine et de 1/32,1/16,1/8,%,%,1 mlml (concentration

volumique)de la propolis conmerciale francaise.

Apres addition de 50 pl de I'inoculum (0,5Mac. F), et de 100ul de chaque dilutions des
échantillons 4 testés 4 un volume de 2 ml de boillon nutritif. Les tubes sont incubés a 37 °C
pendant 18 heures. Pour une comparaison de turbidité, un tube témoin été préparé

contenant I’inoculum seul sans antibactérien.

VI 4. Déterthination de lu Conceniration Minimale Bacidriclde (CMB)

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB), est la concentration de ’antimicrobien qui
laisse au plus 0.01% de germes survivants. Pour sa détermination, le tube (émoin a été dilué
jusqu'a 107", Cette dilution a représenté 0,01% de survie, Elle est repiquée par strie de 5 cm sur
une gélose nutritive puis incubée & 37°C pendant 24 heures. Le nombre de germes obtenus sur
ia strie de la dilution 107 est comparé a celui de chaque fube expérimental ne présentant une
croissance bactérienne apparente (les concentrations inhibitrices) également repiqué par strie
de Sem. Ainsi, le premier tube expérimental dont le nombre de germes présent sur sa strie est

inférieur ou égal & celui de Ja dilution 107 correspondra 4 1a CMB.

Aprés détermination de la CMB le rapport CMI/CMB a permis de déterminer les
pouvoirs bactéricides et bactériostatiques des échantillons testés. Lorsque ce rapport est
supérieur a 4 ; I'extrait a un pouvoir bactériostatique, et bactéricide quand ce rapport est

inférieur ou égal a 4.
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Analyse statistique

Les résultats quantitatifs des différentes évaluations réalisées sont exprimés en

moyenne : écart type.

Les courbes de régression logarithmique des pourcentages de réduction du DPPHpar
les différentes substances réductrices sont réalisées par Microsoft Office Excel

Les résultats des comparaisons entres les pourcentages d'inhibition du DPPHpar les
différents échantillons ont été traités statistiquement par Ianalyse de la variance ANOVA

suivi par test de simultanéité de Dunette pour les comparaisons avec le niveau de contrdle
Le seuil de signification est supérieur a 95% (p < 0.05), tel que :

(p >0.05) désigne un effet non significatif.

(p < 0.05) désigne un effet significatif,

Ce traitement statistique est réalisé & 1’aide du logiciel GraphPad Prisme version 5.04.
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I. Mise en évidences des flavonoides

Avant de tester I"activité antioxydante et antibactérienne des différents échantillons de
la propolis (EEP, PCA et PCF), On a commencé par la mise en évidence des flavonoidss
dans ces échantillons.

La raison principale pour laguelle on a choisi cefte classe de polyphénols réside dans le

fait que les flavonoides coustituent la classe polyphénolique la plus importante, avee plus

de 5000 composés déja décrits (Gomez-C ez al.2006).

Pour réaliser cette mise en évidence, on a appliqué aux trois échantillons différents de
propolis une chromatographic sur couche mince de gel de silice en ufilisant la quercétine,
une molécule flavonoique pure de référence, comme témoin.

Le résultat de la mise en évidence des flavonoides dans les trois différents échantillons
de la propolis est {llustr¢ par la figure 16.

Figure 16 : chromatogramme représentant les spots de migration des flavonoides
correspondant de gauche & droite 4 'EEP, la PCF, |a PCA et la quercétine.
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Aprés migration et séchage du chromatogramme, sa pulvérisation par une solution
éthanoliqued’AlCl; (1%), révéle Papparition des taches (spot) Jaunes. Cette coloration est
due & la formation d'un complexe entre l¢ chlorure d'aluminium et les atomes d'oxygene

présents sur les carbones des flavonoides (Zeghad N. 2009).

En comparant les rapports frontaux des trois échantillons de prapolis avee celui de la
quercétine, il s’avére que Iextrait éthanolique de la propolis (EEP) ainsi que la propolis
commerciale algérienne (PCA) est composé de flavonoides dont on ignore 1'identité par
contre on sait qu’ils ne contiennent pas de la quercétine.

Concernant la propoelis commerciale francaise, on veit clairement gu’elle est riche en
plusieurs flavonoides ceci s’explique par Pintensité de Ia couleur jaune ainsi que I"aspect
allongé de la tache jaune qui représente plusieurs spots collés les uns contre les antres et
qui correspondent a plusieurs flavonoides dont I"identité n’est pas connue. Cependant ce
qui est siir est que cette PCF contient certainement de la quercétine.

Cette évaluation est considérée comme analytique et nous a permis, seulement,
d’affirmer I'existence des flavonoides dans I’EEP, Ia PCA et la PCF et non pas d’identifier
les flavonoides contenus dans ces trois échantillons, En effet. I"utilisation de plusienrs
awgres. maltenles flavonoiques l¥moins comme la galangiue, Navacdling, la chryslse,
I'apigénine, la pinocembrine,...ctc. nous permet d’avoir une idée plus compléte sur la
composition de ces trois propolis en ses différents flavonoides. Ceci est réalisable en
comparants les rapports frontaux des différents spots de chaque échantillon de propolis

avee ceux des témoins flavonoiques,

Ce test de mise en évidence reste une méthode rudimentaire et pea perfectionnée. En
effet, des études faites par Athamena S ef al (2010), Bouzid W et al (2010) pour établir la
composition de la propolis en flavonoides utilisent des méthodes sophistiquées comme
PHPLC, la GCMS qui ont le pouvoir d’identifier toutes les molécules flavonoiques ou
autres composant la propolis. En ’occurrence, plusieurs études faites ont montré que
différentes propolis de diverses régions du monde sont riches en flavonoides & savoir- la
pinocembrine, la pinobaksine, la pinostrombine, la quercétine, la galangine, acacétine, la
chrysine, la techtochrysine (Bankova V., 1992, Lahouel M. 2005, Hegazi A G. 2001).
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I1, Dosage des flavonoides

Apres s’étre assuré de la présence des flavonoides dans nos trois échantillons de
propolis, on a procédé 4 leur dosage par la méthode d’AlCI; dont le principe ressemble au
principe de fest de la mise en évidence des fAavonoides, c'est-a-dire la formation d’un
complexe enfre le chlorure d’aluminium et les flavoncides qui se traduit par le fait que
Paluminium (Al) perd deux électrons pour s'unir 4 deux oxygénes de la miolécule
flavonoique agissant comme donneurs d*électrons (Zeghad N. 2009).

Pour interpréter la valeur de I'absorbance spécifique & chaque échantillon, nous avons
ulilisé une courbe d’étalonnage faite & partir de concentrations différentes de solutions

éthanoliques de quercétines (ng/ml). Elle est représentée par la Figure 17.

Densité optique 3 430 nm

0 20 40 60 80 100
y =0,010x + 0,006

Concentration de la Quercétine [pg/ml) R8T

Figure 17: Courbe d’étalonnage de la quercétine par I’ AICI,

Daprés I"équation de la droite qui représente la courbe d'étalonnage réalisée par le

flavonoide standard la quercétine, on peut déduire I’équation suivante :
y= 0,01 x -+ 0,006

Par ailleurs, on a dosé, par la méme méthode, les flavonoides dans les trois échantillons

de propolis.
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En utilisant I*¢équation présentée ci-dessus, et en prenant en considération le facteur de
dilution de la solution éthanolique de la PCF., on a obtenu les résultats représentés dans le
tableau suivant:

Tableau 10: Résultats représentant la teneur des échantillons de la propolis en flavonoides
exprimées en mg équivalent de quercétine/mg de I’EEP ou de la PCA) et en pg équivalent
de quercétine/ml de PCF.

Echantillon Teneur en flavonoides —[
EEP 0,108 % 0,003 (mg EQ/mg de I'EED)
PCA 0,033 % 0,003 (mg EQ/mg de PCA)
PCF 2,555 £ 0,276(mg EQ/ml de PCF)

Ces résultats quantitatifs révélent que les trois échantillons de propolis ont des teneurs
différentes en flavonoides. Ceei peut étre expliqué par Ja différence de provenance de la
prapolis en termes de climat et d’emplacement géographique, d'espéce végétale 4 partir de
laquelle I'abeille récolte les flavanoides (degré de maturation de la plante) et de saison
durant laquelle se fait cette récolte (Bouzid W et al. 2010, Aganga A A. 2001, Pedneault
et al. 2001).

Ainsi la différence entre les espices dos abeilles (abeille noires ou autres) d'un pavs a
I'autre et dune région & une autre peuvent influencer le contenn des propolis en
polyphénols y compris les flavongides.

On peut dire que la détermination de la teneur de flavonoide peut étre utilisée comme
indice de provenance de la propolis (Ferhoum F. 2010).

Par aillews, on constate d’aprés les résultats que la teneur la plus élevée en flavonoides
est repérée chez la propolis commerciale francaise (2,555 0,276mg EQ/ml de PCF),
Vient ensuite ["extrait éthanolique de propolis avec uneé teneur 20 fois inférieure 4 celle de
la PCF. La propolis commerciale algérienne posséde la teneur la plus faible en flavonoides
de IPordre de 0,033mg EQ/mg de PCA.

Des études réalisées sur différentes propolis montrent une différence de composition en

flavonoides dun extrait & un autre. Ainsi, le travail réalisé sur un €chantillon de propolis
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provenant du Brésil indigue une teneur en flavonoides de I"ordre de 43 + 0,I(Alencar § M
et al. 2007).

Un autre exemple de propolis récolté de différentes régions de chine montre une teneur
en flavonoides totale variant de 8,3+ 3,74 188 + 6,6- mg EQ/g de propolis brute (Ahn M
R et al. 2007).

[.*étude réalisée sur [a propolis de Kerriemontre que la teneur en flavonoides totale va
de 16 2136 mg EQ /g de propolis (Katalinie V f al. 2006).

L’étude réalisée par Kamazawa S ef al, (2004) confirme que la quantification des
flavonoides peut étre trés utile pour différencier entre les échantillons de 1a propelis.

Une étude réalisée par Bancova V ef al. (2000) montre qu'en Europe, la propolis
récoltées par les abeilles provient principalement de les exsudats de bourgeons de Popidus
qui est une espéce végétale trés riche en flavonoides. Ce qui explique sa trés haute teneur

en flayonoides qui est d*une moyenne de 41,03 + 11.23% de propolis.

IIL. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro vis-a-vis du radical libre

DPPH

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer I’activiti antioxydante, Certaines
d'entre elles reposent sur la capacité réductrice d’un composé comme un indicateur
sipnificatit de son potentiel antioxydant & titre d’enemplo Pestimation du pouvoir
réducteur, qui mesure la capacité des extraits & réduire les ions métalliques (fer ferrique en

fer ferreux).

Dans la présente étude, "activité antioxydante de 1"extrait ¢thanolique de propolis et des
deux propolis commerciales algérienne et francaise & été déterminée en utilisant la
méthode d’¢évaluation du pouvoir anti-radicalaire de I’échantillon par la mesure du
pourcentage de neutralisation ou de réduction du radical DPPH'(2.2-diphényle-1-
picrylhydrazyle) par les antioxydants flavonoiques ou autres présents dans les extraits de

propolis éudides. Cette réduction du radical libre DPPHest observée par son changement

de couleur duviolet au jaune en absorbant 4 517nm. Cette méthode s"effectue 4 température
ambiante, permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique de moléeules testées

(Molyneux P.2004).
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Les résultats des variations des pourcentages de réduction du DPPIT par les solutions
méthanoliques de la vitamine C (antioxydant de référence), de la quercétine (flavonoide de
reférence), de I'EEP et de la PCA, 4 différentes concentrations massiques (mg/ml) sont
exprimeés en moyenne = écartype et sont illustrés dans la figure 18.
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& 100,00

=

= )

5 80,00

= .

= 60,00

2

5 40,00
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= 20,00

w

= ;

3 0,00 - _ -

£ 0,125 | 0,25 0,3 0,75 L 25 5

S VitC 69,55 | 73,42 | 8512 85,95 86,39 86,94 87,05 87,45

" Quercétine | 49,65 | 48,68 | 8957 | 9326 | 9542 | 9651 | 97,08 | 98,54

® EEP 21,88 | 1897 | 3498 | 5242 | 6758 | 9233 | ©378 | 9490

= PCA | 5676 | 6194 | 7429 | 6920 | 7320 | 7938 | 8583 | 8571
Concentrations des solutions méthanoliques des réductaurs (mg/mi)

Test ANOVA :(a)comparaison avec la vitamine C (controle) ; différence non significative (P>0.05).
(b) comparaison avec la quercétine (controle) © différence non significative (P>0.05).

Figure 18: varations des pourcentages de réduction du DPPH' par les solutions

méthanoliques de la vitamine C, de Ja quercétine, de I'EEP el de la PCA, a différentes
concentrations massiques (mg/ml),

Quant aux variations des pourcentages de réduction du DPPH' par les solutions
methanoliques de la PCF a différentes concentrations volumiques (ml/ml) sont également
exprimés en moyenne * écartype et sont illustrés dans la figurel9.
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Figure 19 : variations des pourcentages de réduction du DPPH'par les solutions
méthanoliques de la PCF a différentes concentrations vol umiques (ml/ml),

Comparés avec la vitamine C considérée comme antioxydant de référence (contrdle) et
atteignant un effef réducteur maximal & 0,25mg/ml, la quercétine révéle une différence
significative aux concentrations 0,1 et 0,125 ‘mg/ml ; au deld de ces concentrations, la
différence devient statistiquement non significative (p>0.05) c'est-a-dire que la vitamine C
et laquercétine ont le méme pouvoir réducteur & concentration supérieure & 0,125 mg/ml.
D'une autre part I'EEF et la PCA (effet réducteur maximal a 'Lm:g(ml et & 2.5mg/mi
respeetivement) montient & Teur (our une différencc aignification par Fappoct & la vilamine
C aux concentrations allant de 0.Img/ml jusqu’a 0.75mg/mi pour I'EEP et de 0, Img/ml
jusqu'a 1mg/ml pour la PCA. Cette différence ne devient plus significative & partir des
concentrations Img/ml et 2.5 mg/ml pour I'EEP et la PCA respectivement.

Dans une deuxieme comparaison avec la quercétine considérée commie flavonoide pur
de référence (contrdle) et atteignant un effet réducteur masimal 4 0,25 et 0,5mg/ml, I"'EEP
ne'montre plus une différence significative (P=0.05) & partir de la concentration de Img/ml
quercétine. Tandis que la PCA a montré une différence non significative 4 une
concentration de 0.1mg/ml.

N’oubliant pas la PCF qui a présenté le ‘pourcentage d’inhibition du DPPH le plus élevé
99.80% et ce a partir d"une dilution de 1/8 de la solution mére de la PCF.
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Par ailleurs, il est utile de déterminer I’ECsy des échantillons de propolis et la comparer
avec celle de la vitamine C et celle de la quercétine. Elle représente la concentration
efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH'de 50%.Ce parametre a été introduit
par Brand-W et al. (1997) et a été ensuite employé par plusieurs groupes de chercheurs
Lebeau J et al. (2000), Koleva et al. (2007), Markowicz B ef al.(2007) pour présenter
leurs résultats.

Les valeurs des ECso sont préseritées dans le tableaull et sont calculées & partir des
equations issues des courbes de régression logarithmique correspondant aux résultats.
Tableau 11: Valeurs des ECs; de la vitamine C. de la quercétine; de I’EEP, de la PCA et
de la PCF.

Echantillons | Vit C (mg/ml) JQuercéﬁnﬂ(mg#mI) EEP@ng/mi) PCA(mg/mI) PCF(mUmﬂ

ECsq 2,42. 107 ) 0,041 0,38 2.05.107 3,5.10° ’
— _ I
L 1000 —
=¥
& & e —— ®
2  gp0 ’
=1 { y =4,108In(x) + 84,9
g : R®= 0,644
2 60,0
]
3
¥ 400
4
i .
200
g
E 00 . . - ‘
[+]
S 0 1 2 3 4 5 &
Concentrations des solutions méthanaliques de I vitamine C
(rg/ml)

Figure 20 : Courbe de régression lo garithmique des variations de I’effet scavenger de la

vitamine C & différentes concentrations massiques vis-a-vis du radical libre DPPH",
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Figure 21 : Courbe de régression logarithmigue des variations de ’effet Scavenger de la

quercétine a différentes concentrations massi ques vis-g-vis du radical libre DPPH",
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Figure 22 : Courbe de régression logarithmique des variations de "effet scavenger de
I"extrait éthanolique de propolis 4 différentes coricentrations massiques vis-a-vis du radical
libre DPPH",
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Figure 23: Courbe de régression logarithmique des variations de I"effet scavenger de la

propolis commerciale al gérienne a différentes concentrations massiques vis-a-vis du

radical libre DPPH'.
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Figure 24 : Courbe de régression logarithmique des variations de 1’effet scavenger de la
propolis commetrciale francaise & différentes concenitrations volumiques vis-a-vis du
radical libre DPPH".

Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de Pactivité anti-radicalaire (Figure. 18

et 19), révélent que tous les échantillons de propolis testés ainsi que la vitamine C et la

quercétine considérés comme contréles sont des anti-radicalaires.On remarque également
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que le pouvoir anti-radicalaire augmente en fonction de la concentration des substances
réduetrices, Ceci vient confirmer les résultats faits par d’autres cherchetrs concernant
Ieffer antioxydant de Iz vitamine C, des flavonoides &t I"effet antiradicalaire de la propolis
(Ahn M R ef al. 2007, Ferhoum F., 2010, Hegazi ef al. 2001 et Russo &t al. 2002).

D'une autre part et d’aprés les résultats du tableau 11, nos échantilions de propolis
possédent des capacités plus ou moins puissante de neutralisation du radical libre DPPH.
Cependant, en comparant les valeurs des ECsy de I'EEP et de la PCA avec celles: de 1a
vitamine C et de la quercétine, il s’avére que ces deux échantillons de propolis ont un effet

antioxydant moindre que celui des deux molécules dé référence,

On peut dire que selon les valeurs des ECsg des €chantillons on peut les classer dans un

ordre croissant d’efficacité comme suit - EEP, Quéreétine, PCA et vitamine C

Par ailleurs, la PCF posséde un excellent effct inhibiteur des cadicaux libre et Ce, €n se

basant sur la trés petite concentration ayant réduit 50% du DPPH:

Nous pouvons conclure que comme Ja vitamine C, la quercétine et les échantillons de

propolis ont un trés bon pouvoir antioxydant,

Une étude a été réalisée par Ferhonm F. (2010) anr e propolis wlgdrenne feeloy ley
étages bioclimatique) montre que la propolis saharienne présente le meilleur pouvoir anti-
radicalaire ECs5= 0.20 mg/ml et la propolis du groupe plaine présente une ECsy de Vordre
0.22mg/ml, 0.30mg/ml et 0.35mg/ml respectivement pour Mitidja,Chabbet et Isser. Nos
résultats sur I'EEP de Jijel (ECsy= 0.38mg/ml) vont dans le méme sens que les résultats

cités auparavant.

L’étude réalisée sur les extraits éthalonique de la propolis provenant du Portugdl 2
montré que les valeurs obtentes d’ECs sont de ’ordre de 0.006mg/nil et 0.025mg/ml pour
la propelis de Bornes et Funddao Tespectivement Résultats, de loin, inférieurs & ceux
trouvés dans notre étude, done la propolis du Portugal a un pouvoir anfiradicalaire plus
important que nos échantillons analysés. (Leandro M et al, 2008),
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IV. Evaluation de Pactivité antibactérienne

Aprés avoir testé |'activite antioxydante in vifro de la .quercétine et des différents
¢chantillons de propolis, on a voulu travaiiler sur un support bactérien. formé de quartes
souches pathogénes, et tester lewrs activités antibactériennes par la mesure des
concentrations minimales inhibitrices et bactéricides.

IV. 1.Test de sensibilité des bactéries vis-a-vis de 1a propolis

On a commencé notre évaluation antibactérienne par un test de sensibilité des bactéries
vis-2-vis de la quercétine, de I'EEP, de la PCA (3 Img/ml et 4 Smg/ml) et de la PCF (dilné
2 1/4 et a 1/10 ml /ml) en utilisant le méthanol, solvant dans lequel on a dilué nos
échantillons, comme eontrdle négatif et trois antibiotiques différents (Amikacin AK 10ug,
Cefotaxime CTX 30ug, Imipenéme [PM 10pg) comme contrdles positifs.

Ce test a été¢ déterminé par la méthode de diffusion en milieu gélosé citée par
Celiktas O Y et al. (2007) et Sacchetti G ¢f al. (2005). I1 a été effectué sur une souche
bactérienne Gram posifif Staphylococcus aureus et trois souches bactériennes Gram négatif:
Escherichia coli ATCC 25922, Psoudomonas  aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
preumoniea ATCC 700603.

La zone d'inhibition propre & chaque échantillon testé est mesurée 4 I"aide d une
regle.Les résultats sont présentés dans le tubleau guivant
Tableau 12: Diamétres des zones d*inhibition par quercétine, I'ELP, PCA, lu PCF et las

antibiotiques.

Souches /extraits ~ Méthanol  ATB EEP PCA PCF Quercétine
(lmg/ml)  (Img/mI) (1/10ml/ml)  (Img/ml)

Stapliplococcus 6,3320,58 22+1,00 13,33+0,58 12+ 14,33+0,58  13,67+0,58

aureus

Psendomonas 520,00 2867321 13,67£1352 11 H670.58  1321,00 11,67£0,58

Aéroginosa

Escherichia coli 61,00 41,66+£3,21  13%1.00 1'1£0,00 12,33%1,15 11,67£0,58

Klebesiella 3,3340,58 22338208 12.33+058 | 1,670,358 12,67+[,53 12,67+0,58

proumonia
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L .
H Souches /extraits  Méthanol ATB EEP PCA PCF (1/4) Qercétine
(Smg/ml)  (Smg/ml)  (4ml/m)  (Smg/ml)
n "Staphylocaccns 61,00 221,00 17,330,538 14 15,6741.53  15,3340,58
| m apreus
Pseudomonus 640, (0 28,6743,21  16,67+0,58 141,00 15,35+0.58 14.33+1,53
B Aéroginasa
Escherichia coli 7+1,00 AL66£3.21 15334153 133330,58  13,3320,58 13,670,358
Klebesiella 60,00 2233208 15,67=153  14,3320,58 15£1,00 151,00
| proumonia
d NB :* L’ Antibiotique utilisé pour chaque bactérie est : Staphylococeus aureus AK 10ug,
I Pseudomonas Aérogingsa IPM 10g,
. E.Coli. Klebestella proumonia CTX 30pg,

Les zones d’inhibition des souches bactériennes par les différents échantillons sont
illustrées par les figures suivantes :

Figure 25 : L effet des échantillons testés sur Sraphylococcus aureus.
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Figure28 :L cffet des échantillons testés sur Klebesiella proumonia.
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Au regard de ces résultats, on a observé que la quercétine ainsi que les trois échantillons
de propolis (EEP, PCA et PCF) ont inhibé Ia croissance de toutes les sonches bactériennes
ufilisées. On remarque aussi qu’ils exercefit une activité antibactérienne dose dépendante
vue I'augmentation des diamétres des zones d*inhibition en passant d'une concentration de
Img/ml & Smg/ml des échantillons quercétine, EEP et PCA et en allant d’une dilution de
1/10 & 1/4 de la PCF. Ces résultats sont plus ou moins similaires 4 d’autres résultats
reportés par Hegazi A ef al. (2002) et Nilesh K ef al. (2008).

Les antibiotiques de référence : Amikacin, Céfotaxime, Imipenéme donnent des
diameires d’inhibition trés élevés. Ces diamétres sont largement supérieurs & ceux de tous
les €chanfillons testés

Par ailleurs et en ferme de résistance bactérienne, les souches Escherichia coli
Klebseila prewmoniae el Pseudomonas aeroginpsa possédent un potentiel de résistance
mayen contre I"action antibactérienne de la quercétine ét des trois c¢chantillons de propolis

avee un diamétre de zone d’inhibition situé entre 1 Imm 14nm 4 la concentration 1 mg/ml.

Etant la plus faible concentration d’antimicrobien capable d'inhiber toute croissance
visible aprés un temps d’incubation de 18 & 24 heures, la CM] de chague échantillon
flavonoique vis-4-vis de chaque souche bactérienne & été déterminée sur une gammie de
dilutions dus éulianlilluus, allant de 0.0625, 0125, 0.25, 0.5, 1,2 1, 8, 16, 32 mg/ml
(concentration$ massiques) pour la quercetine, I'EEP et la PCA et allant de 1/32. 1/16 .
1/8, 1/4, 1/2 et 1 ml/ml (concentration volumique)de la PCF. Les résultats sont résumés

dans le tableau suivant -
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Tableau 13 : Concentrations minimales inhibitrices de la quercétine, de I’EEP, de la PCA,

et de la PCF vis-a-vis des quatre souches bactériennes.

CMI gueycitine CMT gep CMI pca CMI pex
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mil/ml)

Staphylococcus 2 2 16 1/8
aureus
Pseudomonas 1 2 2 1/32
aéroginosa
Klebesiella 0,5 - 4 1/16
proumonia
Escherichia coli 8 & 4 1/8

En plus de la determination des CMIs specifiques des quatre échantillons, la
determination de leurs CMBs respectives se fait par repiquage des concentrations
inhibitrices de chaque échantillon testé avec les quatre souches bactériennes par des stries
sur une gélose nuiritive neuve. Apres incubation a37°C pendant 24 hewres, les résultats
gont comparés avee dea témoins repniscilant 0.01% de wennes swvivans de chaque
souche bacieérienne. La CMB sera la plus petite concentration dont le repiquagemontre une
croissance de germe inférieure ou égalea 0,01% de survivants.

Les figures suivanles monirent le résultat des repiquages des tubes témoins et ceux des

quatre échantillons flavonoiques testés

staphyvlococcusaireus.

TC=100% de survie
107 =10%de survie

102=1%de survie
10-3=0, |%de survie
107 =0.01%de survie
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Staphylococous aurews
C6=2mg/ml
C7=dmg/mil.
. ©8=8mg/ml
C8=8mg/ml
C9= 16mg/ml
StaphyRicoceny duros Stuphyloasecus diient
l"_’-
L2 T8y Co=Imighml
) Co=2mg/ml
CIHEmI co=amphal
CAl1Hml ng’
Cr=img/ml
es(1)mt Cr=4mgiml
Cr=tmgml

Quereétine

Staptnlacaeens aurers

C8=Bmg/ml
CB3=8mgz/ml
C8=8mg/ml

CO9= 16mg/mil

C9= | 6mg/mil

Co= 16mg/m)

PCA

Figure 29:Détermination de la CMB des échantillons testés sur Staphylococcus aureus
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TC=100% de survie
10-1=10%de survie
104 =1% desurvie

107 =0, %de survie

- 10°=0.01% de survig

C3{1/8)ml/ml
C4(1/4)mUm]
C4(1/4)mlinl
C5(12)mliml

CL(1/32)ml/ml
C2(1/16)ml/ml

C301/2)ml/ml

CB=8mg/ml

+ C8=8mg/ml
C9= 1 mg/ml

4 CO= 16mg/ml
C10=32 mg/m!
Cl0=32 mg/ml

Ce=Img/ml
C7=4mg/ml
CR=8mg/ml
CE=&mg/ml
C9= 16mg/ml
9= 1tumg/ml

C10=32 mg/ml

Cé=2mg/ml
C7=4mg/ml

C8=Bmg/ml
C8=8mg/ml
C9= 16mg/ail
- £9= l6mg/ml
- C10=32 mg/ml

Quercétine  PCA

Figure 30 : Détermination de la CMB des échantillons testés sur Pseudomonas

aeruginosa.
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Klebseillapnemmonia

TE=100%.de survie
W =10%de survié
& 107 =1% de survie

107 =0 | Yde smrvie

107=0.01% de survie

Témain

Klabseila piretimonia

C4=0.5m/rril
C4=0.5mg/ml
CS5= 1o/l
€5= Img/ml
Cé6=2mg/ml

C6=2mg/ml

EEP

Klehseillapneumianic KloBsaill preumeoma

C8=8mg/ml C3(18)mliml
CA{1 A mlim)

C9= t6mg/ml
CS(12)ml

C10=32 mg/m

PCF
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Klebseil [apnéumonfa

C7=4dmg/ml
C7=4mg/ml
C8=8mg/ml
C8=8mg/ml
CO= 16mg/mi
C9= 16mg/ml
Ci0=32 mg/ml
C10=32 mg/mli

C7=$mg'mi

C7=4mg/ml

CE=8me'ml

C8=8mg 'ml
C9= |6mg mli
C9= 16ma'ml
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Escherichio cali

C3 17 8ymlrml

CCHC L A ymlimi
CSC12ymliml

PCF

Escherichia coll

C7=4mg/ml
C7=4mg/ml
C8=Rmg/ml
C8=8mg/ml
Co= |6mg/ml
Co= 16mg/mil

La guercétine

Escherichia coli

C8=8mg/ml
C8=8mg/ml
C9= I6mg/ml

C9= 16mg/ml

PCA

C10=32 mg/ml
C10=32 mg/m!

Figure 32 : Défermination de la CMB des échantillons testés sur £, coli.

Draprés les figures représentées ci-dessus, on peut déduire les résultats césumés dans le

tableau suivant
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Tableaul4 : Concentration minimale bactéricide des extraits.

CMB Quercétine CMBggr CN[BPCA CN]BPCF
mg/ml (mg/ml) (mg/ml) (ml/ml)
Staphylococcus aureus 4 8 16 1/2
Psendomonas 8 16 8 172
aéroginosa
Klebesiella 32 4 32 122
proumonia
Escherichia coli 16 16 32 1/2

Aprés détermination des CMIs et des CMBs des différents échantillons testés vis-a-vis
des quatrse souches bactérienns, le caleul du rapport CMI/CMB effectué pour connaitre la
nature de Peffet avtibactérien, En, effet, selon Marmonier (1990), lorsque le rapport
d*activit¢ CMI/CMB d’une substance antimicrobienne est inférieur ou égal 2 quatre (< 4)
cette derniére est qualifiée de substance bactéricide et si le rapport CMI/CMB est supérieur
a quatre (> 4), alors elle est dite bactériostatique,

Tableau 15 : Valeurs de rapports CMI/CMB des 1’extraits.

CMI/CMB CMI/CMBggp CMI/CMBrca CMI/CMBpcy

Quercétine
Staphyloceccus 0,5 0,25 1 0.25
aureus
Pseudomonas 0,125 0,125 0,25 0,125
aeroginosa
Kiebhesiclla 0.0625 1 0,125 0,125
phounionea
Escherichia coli 0,5 0,25 0,125 0,25
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Au regard des résultats concernant ["évaluation de 1'activité antibactérienne on peut
déduire les conclusions suivantes

Pour la quercétine, molécule flavonoique pure, on a remarqué des valeurs de CMI
différente en fonction de la souche utilisée, ainsi la plus petite CMI = Img/ml est celle de
Pseudomonas aeroginosa et 1a plus grande CMI = 08mg/ml est celle de £ coli

Par contre la plus petite CMB (4 mg/ml) de la quercétine est celle de Staphylococeus
aureus et la plus grande (32 mg/ml) est celle avec Klebsiella preumonea.

La quercétine a donc une action bactéricide pour toutes les souches bactériennes
(CMI/CMB <4)

Concernant I'EEP, il présente aussi des valeurs de CMI différente en fonction de la
souche utilisée, ainsi la plus petite CMI =02 mg/ml est celle de Staphylococcus aureus et
de Pseudomonas aeroginosa et la plus grande CMI = 08 mg/ml est celle de £ coli Par
contre la plus petite CMB (4 mg/ml) de I'EEP est celle de Klebsiella prewmonea ¢t Ia plus
grande (16 mg/ml) est celle avec Pseudomonas aeroginosa et E. coli.

L'EEP a donc une action bactéricide pour toutes les souches bactériennes (CMI/CMB <4)
Quant a la PCA, elle présente aussi des valeurs de CMI différente en fonction de Ja
souche utilisée, ainsi la plus petite CMI = 02 mg/ml est celle de Pseudomonas aeroginosa
et la plus grande CMI = 16 mg/ml est celle de Pseudomonas aeroginosa Par contre la plus
pelile CMB (8 mg/ml) de la PCA est velle de ol by plus grande (32 mg/ml) est celle avec

Klebsiella preumonea;, E. coli.

La PCA a donc une action bactéricide pour toutes les souches bactériennes

(CMI/CMB <4)

Enfin pour la PCF, elle présente aussi des valeurs de CMI différente en fonction de la
souche utilisée, ainsi la plus petite CMI = 1/32 ml/ml est celle de Pseudomonas aeroginosa
et la plus grande CMI =1/8ml/ml est celle de Staphylococcus aureus et de I’ Escherichia
coli. Par contre la CMB =1/2mg/ml pour tout les souches.

La PCF adonc une action bactéricide pour toutes les souches bactériennes (CMI/CMB <4)

En termes de sensibilit¢ des souches bactériermes on peut dire que Klebsiella
preumonea est la plus sensible & I'action de la quercétine, Escherichia coli est la plus

résistantea 1'effet de I'EEP et de la quercétine. Pseudomonas aeroginosa est la plus
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sensible 4 I"action de la quercétine et que Staphylococcus aureus est la plus résistante 4 la

PCA.

Par ailleurs, I'analyse des données expérimentales illustrées par les images des
figures29, 30, 31, 32 monires que comparativement aux témoins de confrdle de croissance
bactérienne, il y a une diminution du nombre de colonies de ces germes dans les tubes

expérimentaux au fur et 4 mesure que la concentration de [*échantillon a testé augmerite.

On peut dire que nos échantillons flavonoiques possédent une activité bactéricide contre
toutes les souches testées. Plusieurs études concernant l'activité antimicrobienne des
extraits éthanoliques de propolis ont moniré une corrélation positive entre la teneur en
flayonoides et des propriétés antibactériermes de la propolis (Gonsales ef al
2006).Cependant, il a été remarqué que la sensibilité de Staphylococeuts aureus vis-a-vis de
nos ¢chantillons flavonolques sa été reportée par des résultats similaires(Liviu A er al.
2002) sur la propolisde Transylvanie (Roumanie). Elle peut s'expliquer par la probabilité
de la sensibilité des bactéries Gram posilif aux changements environnementaux externes,
tels que la température, le pH, la présence des extraits naturels (Balentine e
«1.2006).Plusieurs autres {ravaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries
Gram positif parrapport aux Gram négntif(Fallch e af. 2008, Hauyouni el wl. 2007,
Turkmen ef al. 2007, Shan ef al. 2007, Koné et al. 2004), Ceci peut s'attribuer 4 Ia
différence duns les couches externes des bactéries Giram negatif et Gram positif. Les
bactéries Gram négatif, indépendamment de la membrane des cellules, possédent une
couche additionnelle la membrane externe, qui se compose des phospholipides, des
protéines et des lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable 4 la plupart des
molécules. Néanmoins, la présence des porines dans cette couche permetira la diffusion
libre des molécules avec une masse moléculaire en-dessous de600 Da. Cependant,
T'inhibition de Ia croissance des bactéries Gram négatif(-) a été rapportée, particulidrement
en combinaison avec les facteurs qui peuvent déranger I'intégrité de la cellule et/ou Ja
perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et coneentrations acerues

en NaCl (Georgantelis et al.2007).

p I


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

jm—

Résuliars et discussions

L’activité antibactérienne des échantillons testés pourrait s’expliquer par la présence de

différents constituants, notamment les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques, les

terpénes et les pectines. L'EEP renferme une quantité appréciabie de polyphénols mais il

n’a montré quune faible activité inhibitrice sur la soucheEscherichia coli, 11 se peut que
son activité soit masquée par la présence d’autres composants antagonistes (Scalbert.
1991, Brusefon. 1993, Elegamief al. 2002, Hatanoet al. 2005, Sanogo. 2006,
Surveswaranet al. 2007).

Les différences trouvées entre les différents échantillons de propolis peuvent étre
attribuées aux plusieurs facteurs tels que lesfacteurs inhérents (variété, conditions
ambiantes, facteurs écologiques, variations saisonniéres), les méthodes d'extraction
(Moreira et al. 2005, Sagdic et Ozean 2003, Celiktas er al. 2007, Turkmen ef al. 2007),
préparation de Iextrait, solvant utilisé, et finalement 'organe de la plante utilis¢

(Natarajan ef al. 2003).

Nombreux  chercheurs ont signalé que les acides phénoliques, les flavonoides et les
esters phénoliques sont les principaux composés biologiquement actifs de la propolis
(Bankova V ef al. 2002,Kartal et al. 2003,Kujumgie V ef al. 1993, Marcucei et al.
2001,Cha H. C. 2003).

En effet, l'activite antibactérienne des flavonoides peut éfre expliquée par le mécanisme
de toxicilé vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit par des interactions non
spécifiques telles que 1'établissement des ponts hydrogénes avec les protéines des parois

cellulaires ‘ou les enzymes, la chélation des ions méralliques, inhibition di métabolisme

baciérien et la séquestration de substances nécessaires A la croissance des bactéries

(Karouef al. 2005).

Dans plusieurs travaux, la propolis a été peu active contre les bactéries Gram négatif.
Cependant nos échantillons ont prouvé Ie contraire, ceci peut étre les résultats d’une
synergie entre les flavonoides, I'apigénine, crysin, et / ou d'autres composants dans des
échantillons de propolis,

Ces résultats ont également été corrélée aveo I” étude réalisée par le chercheur Hikmet
katircio e al. (2006) sur la propolis turque et par Livin A ef al. (2010) sur la propolis
Transylvanie(Roumanie) et par Fernandes A et al. (2001) sur la propolis du Brésil.

75
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Résultats et discussions

L’activité antimicrobienne ne dépend pas seulement de la présence des composés
phenoliques. mais également de la présence de divers métabolites secandaires (Kil er
@l.2009), de "'emplacement et le nombre des groupes d'hydroxyles (Falleh ef al.2008),

76
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Conclusion et perspectives

Les substances natwelles occupent de plus en plus une place de choix en
thérapeutiques. En effet, 1a propolis d*abeille constitue de véritable usine chimique dont il faut

tirer le maximum de profit pour le bien étre de la population.

Notre: travail comportant sur I'étude des activités biologiques et des caractéristiques
biochimiques de la propolis, nous a permis de comprendre que le domaine des produits de la
ruche demeure encore un terrain valable de recherches scientifiques nécessitant un
approfondissement.

Za présente ¢tude a permis de metire en évidence la présence des flavonoides dans
nos échantillons de propolis mais qui restent non identifiés. Aprés leur dosage on a pu
conclure que les différents échantillons de propolis contiennent des quantités variables en

flavonoides,

L'étude de I'activité antioxydante des échantillons de la propolis par 1'évaluation de
leurs pouvoirs antiradicalaires et la quantification de leurs composées flavonoidiques a
confirmé les prapridés puisgsaniey, que possédent les éehantillons de propulis éludids 3 pléper
les radicaux libres. Nos résultats nous ont permis aussi de montrer que les composés
flavonoiques des extraits de la propolis possedent une bonne activité antiradicalaire, donic ces
molécules sont considérées comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent étre
employées pour des applications thérapeutiques.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test antibactérien vis-d-vis de
quelques germes pathogénes, les résultats microbiclogiques ont montré que les compoesants de
la propolis agissent différemment sur les espéces bactériennes festées surtout ['extrail
¢thanolique de la propolis qu'a un trés bon pouvoir antibactérien.

En conclusion, la différence de I"activité anti-oxydante ef antiniicrobienne des extraits
semble étre directement liée a la diversité quantitative et/ou qualitative des composés

bioactives qui sont présents dans nos échantillons testés.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne consiste qu’une preniiére étape dans la

recherche de substances de sources naturelles biologiquement active. Des essais
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complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en

évidence. En effet, il servait néceéssaire de :

* De réussir 4 identifier les composés bioactifs de la propolis en utilisant des techniques
plus performantes (HPLC, GCMS).

@ De testes des molécules flavonoiques isolées ef pures sur un support microbien ainsi
que sur des animaux présentant un trouble on une maladie fortement lide au stress
oxydatif (maladies neurodégénirative, maladies cardiovasculaires)

o D’explorer I'effet antioxydant de la propolis 4 I'échelle moléculaire ‘au nivean

mitochondrial,
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s .

Schéma représente la structure chimique de la vitamine C,

O CHx—C
O (CH-)}-»C// \\\C——NH “ OH
&—HC/ N \\NHACH
HO/ \NHg CH>
HS

Schéma représente [a structure chimique du glutathion

O

Ofi‘L L

Schéma représente la structure chimique de L’acide urique.
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f'—N\_\

Sa ot =
J—r

Schéma représente la structure chimique dela bilirubine.

;;S:i. g’ gz
H .
H, H, Hz

Acide alpha-lipoique

OOH

SH SH

l I H, H, A‘cldoﬂlh.yd:olipolquo\
G\ ~ CL-!\ /C\ _— C\

H2 e [ c COOH

Schéma représente la structure chimique de I’acide lipoiquesusou thioctiques;
P q poiq

OH

CHa

Schéma représente la structure chimique de la vitamine E.
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HLCO

OCH 5

Schéma représente la structure chimique de I"ubiguinone.

Les milieux de culture

Gélose Chapinyn

Tableau représente Ia composition du milieu Chapman

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levare
Lactose

Tergitol 7

TTC

Bleu de bromothymol

Agar

Eau distillee

i0

20
0.01
0.025
0.05

13

1L
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i Gélose Muller Hinton

_. Tableau représente la composition du Muller Hinton

[ } Infusion de viande de beof 300,0
| Hydrolysat de caséine 17,5
_ Amidon 1,5
i’_ Agar 17.0

{ Eau distillée 1L

Gélose nutritive

| Tableau représente la composition de Ia gélose nutritive.

Peptaue-‘ 1o
Extrait de viande 5
txtenit de levare f
Lactose 20

| Tergitol 7 Q.01
TTC 0.025
Bleu de bromothymol 0.05
Agar 13
Eaudistillée 1L
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Boillon nutritif PH=7.46

‘Tableau représente la composition de Boillon nutritif

F"ep'mn S5z
Extrait de viande 2g
Extrait de levure 1g
Chlorure de sodiam Na CI 5g
Ean distillée 1L
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Tableau représente la densité optique de réduction du DPPH" par les solutions méthanoliques
de la vitamine C, & différentes concentrations massiques (mg/ml).

Blance 1 BlaneZ
DO 0,943 0.9
Concentration
{mg/ml) DO1 DO2 inhibition 1 | inhibition 2 | meyenne | écartype
0,1 0,26 | 0.3 72,43 66,67 69,55 4.1
| 0,125 0,208 | 0,28 77,94 68.89 7342 6,4
0,25 0,134 | 0,14 83,79 84,44 85.12 1,0
0,5 0,133 | 0,126 85,90 86,00 85,95 0,1
0,75 0,131 | 0,12 86,11 86.67 86,39 0.4
1 0,129 | 0,112 86.32 87,56 86,94 0.9
2.5 0,129 | 0,11 86,32 87,78 87,05 1.0
5 0,133 | 0,099 85,90 89,00 87,45 2,2

Tableau représente la densité optique de réduction du DPPH' par les solutions méthanoliques.
de la quercétine, 3 différentes concentrations massigues (mg/ml).

Blance 1 Blane2
DO 0,78 0,796
Concentration | DO1 DO2 inhibition 1 | inhibition 2 | moyenne | écartype
(mg/ml) _ _
0,1 0,42 0,373 46,15 53,14 49,65 4.9
0,125 0,387 0,422 50,38 46,98 48.68 24
0,25 0,097 0,067 87.56 91,58 89,57 2.8
0.5 0,063 0,043 91,92 94,60 093,26 1,9
0,75 0,042 0,03 94.62 96,23 9542 1,1
[ 0.028 0027 641 06,61 06,51 0,1 '
25 0,025 V21 96,79 | 97,36 97,08 0,4
5 0,013 0,01 98,33 98.74 98,54 0,3
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Tableau représente la densité optique de réduction du DPPIH' par les solutions méthanoliques
de PEEP adifférentes concentrations massiques (mg/ml).

Blane 1 Blanic 2
[DO 0,632 0,727

Concentration | DOI DO2 inhibition 1 | inhibition 2 | moyenne | écartype
(mg/ml) _

0,1 0,525 0,532 16,93 26,82 21,88 7.0
0,125 0,533 0,565 15,66 22,28 18,97 4,7
0,25 0415 0,468 34,34 35,63 34,98 0.9
0,5 0,265 0,387 58,07 46,77 52,42 8,0
0,75 0,2 0,242 | 68,35 66,71 67,53 1,2
] 0,023 0,085 96,36 8831 92,33 5.7
2,5 0,023 0,064 96.36 91,20 193,78 3.7
5 0,021 0,05 96.68 93,12 94,90 2S5

Tableau représente la densité optique de réduction du DPPH: par les solutions méthanoliques
de fa PCA a différentes concentrations massiques (mg/ml).

Blane 1 Blanc 2
DO 0,896 0,94
Concentration | DO1 DO2 inhibition 1 | inhibition 2 | moyenne | écartype
| (mg/ml) - _

0,1 0,346 0,45 61,38 52,13 56,76 6,5
0125 0418 n ARy [y 50,36 61 94 1.0
0,25 0.192 0,282 78,57 70,00 74,29 6,1
0,5 0,293 0.27 67,30 71,28 69,29 28
0,75 0,28 0,21 68,75 77,66 73,20 6.3
1 0,196 0,182 78.13 80,64 7938 1.8
2.5 0,131 0,129 85,38 86,28 85,83 0.6
5 0,136 0,126 84,82 86.60 85,71 1.3
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Tableau représente la densité optique de réduction du DPPH par les solutions méthanoliques
de fa PCF a différentes concentrations volumique (ml/ml

Blanc 1 Blang 2
DO 0,896 0.94

Concentration | DO1 Doz inhibition 1 | inhibition 2 | moyenne | &cartype

(mg/ml) _
0,1 0,346 045 61,38 52,13 56,76 6.5
0,[25 0,318 0,382 64,51 59.36 61,94 3,6
0,25 0,192 0,282 78,57 70 74,29 6,1
0.5 0293 | 0.27 67,3 71,28 69,29 28
0,75 0,28 0.21 68.75 77,66 73,2 6.3
1 0,196 0,182 78,13 80,64 79,38 1,8
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Résumé
Le stress oxydant est considéré comme un déséquilibre entre antioxydant et
prooxydants en faveur de ces dernier. Il est impliqué directement ou indirectement dans la
pathogenése de plusieurs maladies ce explique au moins en partie "accumulation des
recherches de nouvelles substances permettant de maitre fin & ses dégats pathologiques ou
leur prévention. Aujourd’hui, la majorité des travaux de recherche s’orientent vers
I'utilisation des produits de la ruche (miel, propolis, Gellée royale, pollen) considérées

comme source enorme de multiples substances apithérapeutique.

Eteint un produit naturel fait par I"abeille, la propolis fait ’objet de notre travail. Nous
avons étudié I’activité antioxydante et antimicrobienne des frois échantillons : 'EEP, la
PCA, la PCF. On a commencé par la mise en &vidence des flavonoides dans ces
¢chantillons, de méme nous avons les dosés par la méthode d’AICI3 qui nous a méne 2
conclure la présence des flavonoides dont la teneur la plus €levée en flavonoides est
repérée chez la PCF (2,555 + 0,276mg EQ/ml de PCF ), vient ensuite I'EEP avec ure
teneur 20 fois inférieure & celle de la POF et enfin La PCA qui possede la teneur la plus
faible en flavonoides de I"ordre de 0,033mg EQ/mg de PCA.

T'étude expérimentale de I'activité antioxydante des échantillons de la propelis par
I'évaluation de leurs pouvoirs antiradicalaires révéle que la PCF présente un pouvoir
antioxydant plus élevé (99.80%) anmpare 4 celui de 4 celle de PEEP ¢f Ju PCA,

Lnetivied amindaobienne 4 ¢e taite par la méthode de dittusion sur gélose contre
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniea.  Les résultats obtenues ont montré que L'EEP présente I' activité
antibactérienne la plus forte dont la zone maximale de I'inhibition a été trouvé contre le
Staphylococeus aureus variant de $ mm 4 18 mim 4 la concentration 1 mg / ml alors que la
‘moindre était pour le Escherichia colivariant de 7 & 12 mm.

Mots clés : le stress oxydatif, la propolis, les flavonoides, I’activité antioxydante,

Tactivité antibactérienne,
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Abstract

Oxidative stress is considered a disequilibrium between antioxidant and prooxidant in

favor of these last. He is involved or dérectement indérectement in the pathogenesis of

several diseases that explains at least in part the accumulation of research of new

substances to end its master or pathological damage prevention. Today, most research is
directed towards the use of bee products (honey, propolis, Royal Jelly, Pollen) considered

huge source of multiple substances apitherapeutique.

Propolis is a natural product made by bees, it been our work. We investigated the
antimicrobial and antioxidant activity of three Sample Pages: EEP, the PCA, the PCF. We
started by setting Evidance flavonoids in these Sample Types, of the same we assayed by
the method of AICl; which led us to conclude the presence of flavonoids with the highest
content of flavonoids is identified in the PCF (2.555 + 0.276 mg EQ / ml PCF), then the
EEP comes with a content of less than 20 times that of the PCF and finally PCA which has
the lowest content of flavonoids in the range of 0.033 mg EQ / mg BCP.

The experimental study of the antioxidant activity of propolis samples by evaluating
their antiradical power reveals that the PCF has a higher antioxidant capacity (99.80%)
compared to that of the EEP and the PCA.
I'he antimicrobial activity was done by the agar diffusion method against Staphylococcus
coriny, I'SSUdOMONAS AerUginosa, Lscierwhia coll, Klebstella prewmontew. The vesulls
obtained showed that the EEP has the highest antibacterial activity with a maximum area
of inhibition was found against Staphylococcus aureus ranging from & mm to 18 mm at a
concentration of 1 mg / ml, whereas the least for Escherichia coli was between 7 and 12
mm.

Key words: oxidative stress, propolis, the flavonoids, antioxidant activity, antibacterial

activity.
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