S

H )X
H N
Rd d

UNIVERSITE
DE BISKRA

Université Mohamed Khider de Biskra

Faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie
Département des sciences de la nature et de la vie

Filiére : Sciences biologiques

Référence / 2022

MEMOIRE DE MASTER

Spécialité : Biochimie Appliquée

Présenté et soutenu par:

DRISS Lilia et OTMANI Romaissa Narimane

Le: Mercredi 29 juin 2022

Etude systématique de

I'activité antioxydante de

propolis

Jury:

Dr. BELKHARCHOUCH Hafida MCB Université de Biskra Président

Dr. TRABSA Hayat MCA Université de Biskra Rapporteur

Dr. ACHOUR Hanane MAA Université de Biskra Examinateur

Année universitaire : 2021/2022



Remerciements

Tout d’abord nous tenons a remercier dieu de nous avoir donné
la santé, la volonté et la patience pour mener a terme notre

formation de master et pouvoir réaliser ce travail.

Nous tenons a exprimer nos profonds remerciements et nos
vives reconnaissances a notre promotrice, Madame Hayat
TRABSA, pour avoir su nous guider dans la construction de ce
mémoire et pour avoir des le début accordé son intérét au sujet

que nous avons choisi.

Merci pour ta rigueur et tes connaissances pointues dans le
domaine de la biochimie. Merci pour ta patience, ta
disponibilité et surtout tes judicieux conseils qui ont contribué

a enrichir ce travail.

Nous remercions vivement les membres de jury pour l'intérét
qu’ils ont porté a notre étude et pour le temps consacré afin de

lévaluer.

Trouvez ici ’expression de nos sinceres remerciements et soyez

assurée de notre profonde gratitude.



Dédicace

C’est avec profonde gratitude et sinceres mots, que nous
dédions ce modeste travail de fin d’étude a nos chers parents,
source de vie, de motivation et d’affection, pour tout l’amour

dont ils nous ont entouré et pour tout ce qu’ils ont fait pour
nous. On fera de notre mieux pour rester un sujet de fierté a vos
yeux avec l’espoir de ne jamais vous décevoir. Que ce modeste
travail soit 'exaucement de vos veeux tant formulés et de vos

prieres quotidiennes.

Que Dieu le Tout Puissant vous garde et vous procure santé et

bonheur

Nous dédions aussi ce travail a nos freres et sceurs, nos
familles, nos amis et tous nos professeurs qui nous ont

enseignée.

Romaissa Narimane et Lilia



Table des matieres

Remerciements
Dédicace
Table des matiéres

LiSte deS tADIEAUX.......ei e e I
LISEE GBS TIGUIES ..ttt et e st e e e s ae et e e st e s re e teeneesaeeneenee e I
LiSte deS aDrBVIALIONS. .....cviiiiiii ettt v
T i oo [0 Tod o] o T USSPV PRPRRRIR 1

Partie 1 : Synthese bibliographique
Chapitre 1 : Propolis et stress oxydatif

1 PIOPOLIS ...t 3
1.1  Définition et utilisation par les abeilles...........ccoviieiieii i, 3
1.2  Historique d’utilisation pharmacologique par '"homme ...........c.ccooveiiiiiiiiiiiiennen, 4
R T @ [ o [PPSR P TP PRPRPRPPRO 4
O O] | 1= od -SSR 5

141 ParleS @DeIIES.......ooieie et nreenne e 5
1.4.2  Par PapiCult@UL ......cceeiuiiiiiieie e 5
1.5  Propriétés phySiCO-CRIMIQUES ........ccoviiiiiiriiiiieiee e 6
1.6 Composition CHIMIQUE .....cc.eoveiiicie ettt 6

2 SEESS OXYUALIT ... 7

2.1 RAICAUX HDIES .....eieeecee et nnees 7
2.1.1  Types des radicauX lBreS..........cocoiveiiiiiiece e 7
2.1.2  Sources des radiCauXx lrES.......c.coveiiiiiiiiie s 8

2.1.2.1  SOUICES BNUOGENES ....cveeveerieitie ittt e ste et ste et e e s et e e ste et e ensesbeeeesnnenaeas 8
2.1.2.2  SOUICES BXOQENES .....veveereerreiteeiteeseesteesteetesssesteessesssesseesseassesaeensesssesseensesssessens 9
2.1.3  ROles des radicauX lDIeS .......cocceireiiiieiieie e 9

2.2 ANTIOXYOANTS ...ttt b e bbb 9

2.2.1  Types des systemes antioXYdantS.........ccccervereriririnieieeiereese e 10

Partie 2 : Partie expérimentale
Chapitre 2 : Matériel et méthodes
3 Matériel et MEhOES...........ccoeviieiccc e 11

3.1 Stratégie de rEChEICNE .....c..oviiee e 11
3.2 Démarche MmEthodolOGIQUE .......c.coueiiiiieiiieieie e 11



3.21 SEIECTION AES AITICIES ... ..ot eee e 11

3.2.2  Criteres d’eXCIUSION .uvviiiiiiiiiie it 12
3.2.3  Criteres d’ INCIUSION ....vviiiiie i saee e 12
3.3 ANAlYSE ES HONNEES ......eevierieieie ettt sttt neens 16
3.4 Analyse descriptive et StatiStIQUE ..........cveeeieiierieiericsese e 18
Chapitre 3 : Résultats et discussion
RESUItAtS € AISCUSSION........cvviiiiicicicccese s 19
4.1  Description des recherches sélectionnées dans 1’axe de valorisation de
I’activité antioxydante de ProPOLIS .....c.eevvvieiiiieiiiie e 19
4.1.1  Année de pUbliCAtioN .........coveiiiiici e 19
4.1.2  PayS de reCherChe. ... 20
4.1.3  Collaboration des CherCheUIS........cccooieiiee i 21
414  ODJECHT dE I'BIUAR ....cveeeeeeeee e 22
415  Activités biologiques de propolis associées a I’activité antioxydante................ 24
4.1.6  Type d'etude de I'activité antioxydante (in vivo, ex vivo et in vitro).................. 26
4.2 Echantillonnage et caractéristiques de propolis .........ccccevevveveiiieieeie e, 28
4.2.1  Origine géographique des échantillons de propolis..........ccccccvveveiiieieeieseenenn, 28
4.2.2  Mention de 1a saiSON d& CONECTE ........cveirriiiiieceiicee e 30
4.2.3  Mention de I’année d’échantillonnage............cceoiriiriiiiiiciicicceeee 31
4.2.4  Nombre d'échantillons ...........ccooiiiiieiiciccce e 32
4.2.5  Moyen d’obtention des €chantillons ...........c.ceovviiiieniiiiiic e 34
4.2.6  Mention de I’origine botanique des échantillons de propolis ............ccccvrvennene. 35
4.2.7  Mention de I’espece d’abeille ... 37
4.2.8  Couleur des propolis EtUAIEES ..........cccveiieiiiiiiieee e 39
4.2.9  Aspect des échantillons de propolis teStES..........cvvvvievieiiiieieee e 41
4.3  Extraction et traitement des extraits de propoliS.........c.ccccevviiiie i 42
4.3.1  Préparation des échantillons de propolis avant extraction............c.cc.cceevvvrnenne. 42
4.3.2  EXraction de PropoliS......cccceiiiiiiiiiieiieie sttt 44
4.3.2.1 Techniques d’eXtraCtiOon ........ccueireiieriiiiesieseeie e 44
4.3.2.2  Solvants d’eXIraCtiON .........eciivieeiiiieeiieeesee e siee e se e se e srre e e e e e e e nreeeaaeeeanes 46
4.3.3  Concentration et SEChage deS EXIIAILS ........coceveriririiieiee e 48
4.3.4  Conservation des eXIIAILS .........ccceiuiiieiieie e e 50
4.3.5  Fractionnement des EXIIaitS .......ccuevueierrieiiiieieee e 50
4.4  Techniques d’analyse et de caracteriSation ...........ccovveivireiiieiiniesese e 51

4.4.1  Analyse spectrophotométrique des extraits de propolis..........ccccvevevvriveivniierienn. 51



4.4.1.1 Classe desS MOIECUIES GOSEES .......oeeeeeeeeeeeeee et 52

4.4.1.2 Meéthode de dosage des phénols et flavonoides totauX ...........cccccevververeennenn, 54
4.4.2  Analyse chromatographique des extraits de propolis .........cccccevvviieiveieieennenn, 56
4.42.1 Type des techniques chromatographiques............cccooeieiiieniiiniiieeeee, 57
4.4.2.2 Techniques chromatographiques UtiliSEES..........cocuverriiiieiini e, 58
4.5  Composition chimique de 1a PropoliS.........ccoeeieriniiiiirieeeee e 60
45.1  Nombre des cOmpPOSESs iIdentifiés ..........ccoorriiiiiiiiii e 61
45.2  Classes chimiques des composés identifi€s .........cccccevveveiiieiicie i, 62
4.6  Evaluation de I’activité antioxydante in vitro des extraits de propolis..................... 64
4.6.1 Nombre des tests d’évaluation de I’activité antioxydante in Vitro..................... 64
4.6.2  Tests d’évaluation de I’activité antioxydante in Vitro.........c.ccceeeerveiieeneennnnnne 66
4.6.3  Facteurs qui influencent ’activité antioxydante de propolis........cccccvevvrrvennene 69
4.6.3.1 Influence du solvant d’eXtraction...........ccceevvuereiiieiiiieesiieessree e 69
4.6.3.2 Influence de la technique d’eXtraction ..........ccocvrverieieiiieieeic e 70
4.6.3.3 Influence des caractéristiques phytogéographiques ...........ccceevrereerenieennen, 71
4.6.3.4 Influence des variations ClimatiQUES ...........ccceevueriereere s 71
4.6.3.5 Influence de I’espece d’abeille.........ccccevvviiiiiiiiiiiiiiie e 72
4.6.3.6 Influence du taux des pPheNOIS ..........ccveiiiiiiiie e 72
4.6.4  Constituants majeurs responsables de I’effet antioxydant de propolis .............. 73
4.7  Evaluation de I’activité antioxydante in vivo des extraits de propolis...................... 76
47.1  Modele animal ULITISE. ........c.coiiiiirie e 77
4.7.2  Voie d’administration adoptée dans le traitement par la propolis ..................... 78
4.7.3  Tests d’évaluation de I’activité antioxydante in vivo de propolis...................... 78
4.7.4  Efficacité antioxydante de la propolis dans les modéles in vivo..............ccc....... 80
CONCIUSTON ...ttt b et bbbt bbb et b ettt nb e n et 81
BIDHOGIaPNIe. ... 83
Annexes

Résumé



Liste des tableaux

Tableau 1. Propriétés physicochimiques de 1a propolis...........ccocevriiiiiiinennineneseseeen 6
Tableau 2. Liste desS ERO €t RNS.......coiiiiiie e 8
Tableau 3. Sources endogénes des ERO et ERA . .........ooviiiiie e 9
Tableau 4. Double role des radicauX HDIeS..........ccoviiiiiniii e 9
Tableau 5. Systemes antiOXYAANTS. ......ccveiveiieiieiise e ae e nreas 10
Tableau 6. Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour chaque mots clé utilisé. ............ 11
Tableau 7. Caractéristiques des études incluses pour I'analyse systématique. ....................... 14
Tableau 8. Critéres de jugement des études incluses dans la revue systematique de la
littérature par 1 10gICIEl SPSS. .......c..ooiiiicc e 16
Tableau 9. NOmMbre des CRErChEUIS. ........ccoii i 21
Tableau 10. Types de collaboration. ............ccoooiiiiiieii e 22
Tableau 11. Objectifs des €tudes SEIECLIONNES. ..........ccueeieiieiecieceece e 23
Tableau 12. Rapport année d'échantillonnage-année de publication............c..ccccoevvveiiiinnnn, 32
Tableau 13. Répartition du nombre d’échantillons en fonction de I’objectif d’étude. ........... 34
Tableau 14. Croisement entre I'aspect de propolis et la réalisation d'un traitement avant
=)= Uod 1 o o USSR 42
Tableau 15. Quelques caractéristiques statistiques des techniques de dosage des phénols et

L V70 T ) [0 1S3 (0] v 10 ) GOSN 54
Tableau 16. Taux des phénols quantifiés par les articles sélectionnés. ...........c..ccccvevevennenenn, 56
Tableau 17. Association de I'étape d'identification des composés chimiques de la propolis
aux objectifs de 1a rEChEICNE. ... 57
Tableau 18. Données statistiques sur le nombre des techniques analytiques employées dans
1€S BLUAES SEIECLIONNEES. ... euieieeeieiee ettt ettt beaneene e e eee e 58
Tableau 19. Vérification des facteurs influengant le nombre des composés isolés................ 62
Tableau 20. Effet de quelques facteurs sur les classes chimiques identifiées. ....................... 64
Tableau 21. Quelques données statistiques sur le nombre de tests réalisé pour I'évaluation in
Vitro de I'activité antioXYdante. ..........ceoiiiiiiicce e 65
Tableau 22. Croisement entre le nombre de tests d'évaluation de l'activité antioxydante in
vitro et le nombre d'activités biologiques associées a cette activité. ............ccevvvvveiieeieiiennnn, 65
Tableau 23. Caractéristiques des tests les plus employés dans 1’évaluation in vitro de
’activité antioxydante par les articles SEleCtionneés. ...........cecvviiiiiiiniiiici e 67
Tableau 24. Valeurs de I'activité antioxydante obtenus par le test au DPPH. ...................... 68
Tableau 25. Croisement entre technique d'extraction et ICso des extraits actifs obtenus par
DPPH. . ottt bR Rt R e Rt e Rt et et be et beereene e ente e 69
Tableau 26. Valeurs de I'activité antioxydante et le taux des phénols insérés pour la
réalisation A& COITEIALION. .........ccueiieieeie ettt e st e e esreeeeenes 73
Tableau 27. Vérification de la corrélation entre taux des phénols et I'activité antioxydante. 73
Tableau 28. Etudes in vivo sélectionnées dans notre travail systématique. ...........cc.ceeveveneee. 77
Tableau 29. Principes du dosage de quelques parameétres biologiques intervenant dans le
PrOCESSUS OXYAALIT. ...ttt bbbt 79




Liste des figures

Figure 1. Collecte et fabrication de la propolis par les ouvriéres butineuses.............c.ccoceeveeee. 3
Figure 2. Balance oxydant/antioXydant. ...........ccoveeiirineniiieseeee e 7
Figure 3. Diagramme de flux (Flowchart) des différentes étapes de sélection des articles. ...13
Figure 4. Répartition chronologique des études de I’activité antioxydante de propolis dans

PUBIMET ...t b bbbttt e et bbbttt nes 19
Figure 5. Diagramme en batons des années de publication des articles sélectionnées............ 20
Figure 6. Diagramme circulaire représentatif des pays de recherche. .........c.cccoceveieeivenenn. 21
Figure 7. Histogramme représentatif de ’effectif des activités biologiques associées a
IaCtiVIte ANTIOXYAANLE. ..viivvieiiiie ittt ettt e e bb e e s be e e st e e e nbe e anes 24
Figure 8. Histogramme des effectifs des tests d'évaluation de I'activité antioxydante. .......... 27
Figure 9. Répartition en pourcentage d'origine géographique des échantillons. .................... 28
Figure 10. Diagramme circulaire du pourcentage de mention de la saison de récolte. .......... 30
Figure 11. Diagramme circulaire du pourcentage de mention de 1’année d’échantillonnage.31
Figure 12. Diagramme en batons du nombre d’échantillons testés par les articles sélectionnés.
.................................................................................................................................................. 33
Figure 13. Diagramme circulaire du moyen d’obtention.............ccecveverierereneneseseseeeeeenes 35
Figure 14. Diagramme circulaire du pourcentage de mention de 1’origine botanique ........... 36
Figure 15. Diagramme circulaire du pourcentage de mention de I'espece d'abeille................ 38
Figure 16. Diagramme en batons représentatif des couleurs de propolis étudiées ................. 39
Figure 17. Variation de la couleur de Propolis provenant de différentes régions géographiques.
.................................................................................................................................................. 40
Figure 18. Diagramme en batons représentatif de 1’aspect des échantillons de propolis testés
.................................................................................................................................................. 41
Figure 19. Diagramme en batons des procédures de préparation des échantillons................. 43
Figure 20. Diagramme en batons des techniques d'extraction employées............ccccccevuvennenne. 45
Figure 21. Diagramme en baton des solvants d'extraction Utilisés. ...........cccccevviveiivevnennenne. 47
Figure 22. Diagramme circulaire des méthodes de concentration utiliS€es. .............ccccveunenne. 49
Figure 23. Diagramme circulaire du pourcentage d'utilisation de la lyophilisation. .............. 50
Figure 24. Diagramme circulaire des températures de conservation des extraits. .................. 50
Figure 25. Diagramme circulaire du pourcentage de réalisation du fractionnement. ............. 51
Figure 26. Diagramme en batons représentant la classe des molécules doseées. ..................... 52
Figure 27. Diagramme en batons représentant le pourcentage d'utilisation des techniques
d'analyse chimique SElON TEUF tYPE. ....oeiviiiie et 57
Figure 28. Diagramme en batons représentatif du pourcentage d'utilisation des techniques
analytiques employées dans les articles SEIeCtiONNES.. .........ccceeveiiierecic s 59
Figure 29. Diagramme en batons du pourcentage en fonction du nombre de composés
10 L= ) =SSOSR 61
Figure 30. Diagramme circulaire des classes chimiques identifiées............c.ccoovvrviiiininnn. 63
Figure 31. Diagramme en batons des méthodes d’évaluation in vitro de l'activité antioxydante
A8 PIOPONIS. ... bbb bbbt 66
Figure 32. Diagramme circulaire des extraits actifs de propolis...........ccccvceririiiiiiiiinicnnnn, 70
Figure 33. Diagramme en batons recapitulatif des constituants majeurs responsables de
I'activité antioxydante de Propolis.. ......coveeiieiieee e 74




ABTS
ADN
AICls
BHA
BHT
CAPE
CAT
COVID-19
DAD
DPPH
DTNB
ERA
ERO
EXEP-A
ExXEP-P
TPTZ
FRAP
GAE/g
GC-MS

GPx
GRx
GSH
GSSG
GSt
Ho

Hi
H202
HOCL
HPLC
HPLC-DAD

Liste des abréviations

Acide 2,2'-azino-bis

Acide désoxyribonucléique

Trichlorure d'aluminium
Butylhydroxyanisole
Butylhydroxytoluéne

Ester phénéthylique de 1’acide caféique
Catalase

Maladie a coronavirus 2019

Barrette de diodes
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
5,5-dithiobis-2-nitrobenzoique

Especes réactives de I’azote

Espéces réactives de I’oxygene

Extrait éthanolique d’Apis mellifera
Extrait éthanolique d’Plebeia droryana
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine

Pouvoir antioxydant réducteur du fer ferrique
Equivalent d’acide gallique par gramme

Chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie
de masse

Glutathion peroxydase

Glutathion réductase

Glutathion réduit

Glutathion oxydé

Glutathion-S-transférase

Hypothese 0

Hypothese 1

Peroxyde d’hydrogéne

Acide hypochloreux

Chromatographie en phase liquide haute performance

Chromatographie en phase liquide haute performance couplée
a barrette de diodes



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique

HPLC-ESI/MS

1Cso
IMRED
LC-MS

MDA
NADPH
NBT
NO*
NO*

102

02~

O3

OH*
ONOO-
ONOOH
ORAC
PRISMA

Pubmed
ROO*
ROOH
SARS-CoV-2
SOD
SPSS
TBA
TEAC
Trolox
uv

a

[

X2

Chromatographie en phase liquide haute performance couplée
a la spectrométrie de masse avec ionisation par électro-
nébulisation

Concentration qui inhibe 50% de I'activité
Introduction, Matériel et méthode, Résultat et Discussion

Chromatographie en phase Liquide couplée a Ila
Spectrométrie de Masse

Malondialdehyde

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
Nitrobluetetrazolium

Oxyde nitrique

Dioxyde d'azote

Oxygeéne singulet

Superoxyde

Ozone

Hydroxyle

Peroxynitrite

Acide peroxynitrique

Capacité d’absorbance des radicaux oxygénés

Preferred Reporting Items for systematic Reviews and Meta-
Analysis

Site d’indexation des publications médicales
Radical pyroxyle

Hydroperoxyde organique

Coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere
Superoxyde dismutase

Paquet statistique pour les sciences sociales

Acide thiobarbiturique

Capacité antioxydante en équivalent Trolox

Acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthylchroma-2 carboxylique
Ultraviolet

Seuil de risque

Signification asymptotique

Khi- deux




Introduction

Introduction

L'agriculture a changé le mode de vie traditionnel de chasseurs-cueilleurs que I’homme
a suivi depuis son évolution, qui a été balayé au profit d'un approvisionnement alimentaire
stable. Elle a donné naissance a des civilisations et comme les animaux pouvaient désormais
étre élevés, I’homme a appris a récolter les produits que 1’abeille et ses ruches pouvaient lui
fournir, avant de domestiquer ce petit insecte en inventant I’apiculture. Par conséquent
I’homme est entré dans une relation d’échanges avec l’abeille, entretenant les ruches et
obtenant en retour de ces services, les précieux produits apicoles qui ont vite séduit sa curiosité
pour les utiliser a des fins thérapeutiques donnant naissance a 1’apithérapie (Weisdorf, 2005).

L'apithérapie, utilisée de maniére empirique depuis des milliers d'années par les
égyptiens et les grecques, est une médecine alternative qui exploite les produits de la ruche
comme le miel, la gelée royale, le pollen et la propolis qui est actuellement trés reconnue avec
I’avancée de la chimie moléculaire et fait I'objet de nombreuses études a travers le monde (Weis
et al., 2022).

La propolis est une matiére résineuse complexe recueillie par les abeilles melliféres sur
les bourgeons et les écorces des plantes. Elle se caractérise par une composition chimique trés
diversifiée qui dépend de la source végétale dont elle est issue et de nombreux autres facteurs.
Parmi les nombreux composants de la propolis, on distingue sa richesse en composés
phénoliques dont les acides phénoliques, leurs esters et les flavonoides (Isla et al., 2005,
2009a). La propolis posséde un large éventail d'activités biologiques bénéfiques, notamment
I’activité antibactérienne, anti-inflammatoire, antitumorale (Pascoal et al., 2014), antifongique,
antiparasitaire, antivirale (Zulhendri et al., 2021), cardioprotectrice et antioxydante (Ahmed et
al., 2017).

Le corps humain est le siége d’une élaboration constante d’espéces oxygénées réactives
dont la surproduction incontr6lée induis un état de stress oxydatif qui inhibe les fonctions
normales des lipides cellulaires, des protéines, des acides nucléiques et du systeme
immunitaire. Les antioxydants jouent un r6le important dans la réduction des altérations liés a
ce phénomene (Daenen et al., 2019). Actuellement, une variété d'antioxydants synthétiques
sont commercialisés par 1’industrie pharmaceutique. Cependant, 1'utilisation de ces composés
a été restreinte par la législation en raison de leurs effets secondaires toxiques et cancérigénes.
L’intérét croissant des industries alimentaires, pharmacologiques et cosmétiques pour
I'identification et I'isolement de nouveaux antioxydants a partir des ressources naturelles est

devenu un domaine actif dans la recherche scientifique.




Introduction

La propolis est considérée comme une source potentielle d'antioxydants naturels capables
de diminuer les effets du stress oxydatif a I’origine de nombreuses maladies. En général, les
composés possedant un caractére phénolique, qui appartiennent aux substances exprimant la
capacité de piéger les radicaux libres, sont principalement responsables de la capacité
antioxydante des produits de la ruche (Kocot et al., 2018).

La popularité croissante de la propolis dans le monde entier a attiré I'attention de tous les
segments du marché dont les producteurs (apiculteurs qui ont augmenté leurs revenus), les
distributeurs qui assurent la commercialisation des produits a base de propolis et les
consommateurs. Parce qu'elle est si souvent utilisée pour promouvoir la santé, il est important
que la propolis mise a disposition soit de haute qualité. La grande diversité chimique de ce
produit a limité son usage médical et malheureusement, il n'existe toujours pas de systéme
certifié de contréle de la qualité de la propolis et des produits a base de cette résine. Jusqu'a ce
gu'une norme de qualité appropriée soit développée, la propolis continuera a étre utilisée
comme traitement alternatif sans I'acceptation officielle de la médecine moderne (Stan et al.,
2011). La standardisation des préparations a base de propolis est possible et nécessite d’assurer
la classification des différents types existants et I’identification précise des agents antioxydants
avec leur concentration afin d’assurer I’efficacité, I’innocuité et la sécurité de ces produits pour
le consommateur.

L’objectif de notre travail s’articule sur I’é¢tude de la propolis en tant que produit riche
en agents antioxydants potentiels dans la lutte contre les dommages du stress oxydatif, au
moyen d’une analyse systématique, descriptive des publications scientifiques internationales
afin d’évaluer les procédures d’analyse et les approches adopté pour la valorisation de I’activité
antioxydante de ce produit en ciblant 1’identification des lacunes dans ce domaine et les
facteurs négligés qui peuvent influencer la composition chimique de la propolis. Notre travail
a été divisé en deux grandes parties ; la premiére partie a été consacré a 1’étude bibliographique
de la propolis et quelques notions de base sur le stress oxydatif et les antioxydants. Dans la
deuxiéme partic qui représente le cceur de ce travail, nous avons réalisé une recherche
systématique de la littérature dans la base de données PubMed selon les normes de « Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses » pour identifier les études
pertinentes sur I’activité antioxydante de propolis, qui ont été par la suite filtrées selon trois
étapes de sélection. Les études ont été incluses si elles répondaient aux criteres d'inclusion.
Nous avons egalement décrit les tests statistiques utilises pour accomplir les objectifs de cette

étude qui ont été complété par les résultats obtenus avec leur discussion.
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1 Propolis
1.1 Définition et utilisation par les abeilles

Le mot « Propolis » est d’origine grec qui signifie ‘pro’ en avant et ‘polis’ cité, en se
référant aux observations des apiculteurs qui voyaient cette résine a I’entrée de la ruche «
devant la cité » (Bankova et al., 2000). Il signifie eégalement "coller” et décrit le rdle de la
propolis pour cimenter les ouvertures de la ruche (Figure 1). Un autre nom de la propolis est la
colle d'abeille (Bogdanov, 2016). C’est une substance résineuse, gommeuse, balsamique, et
aromatique de consistance visqueuse, translucide et trés coulante (Wali et al., 2017), recueillie
par les abeilles sur certaines parties des végetaux, essentiellement les bourgeons et les écorces
de certains arbres (Wagh, 2013).

b ; "l i
Figure 1. Collecte et fabrication de la propolis par les ouvriéres butineuses capturé par
(Simone-Finstrom et Spivak, 2011).

C'est une substance essentielle pour le bon fonctionnement de la ruche que les abeilles
utilisent a de nombreuses fins, les abeilles appliquent la propolis en une fine couche sur les
parois internes de leur ruche ou toute autre cavité qu'elles habitent. Elle est utilisée pour réparer
les rayons, pour renforcer les fines bordures des rayons et pour rendre I'entrée de la ruche
étanche ou plus facile a défendre. Elle est également utilisée comme substance d'embaumement
pour recouvrir les envahisseurs de la ruche que les abeilles ont tués mais ne peuvent pas
transporter hors de la ruche (Bankova et al., 2000). Elle est utilisee comme agent antimicrobien
et antifongique ce qui réduit I'incidence des infections par les bactéries et les moisissures dans

la ruche (Stojanovi¢ et al., 2020).
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1.2 Historique d’utilisation pharmacologique par I’homme

En apprenant des abeilles comment elles utilisent la propolis et a quelles fins, I’lhomme
a utilisé la propolis depuis I’antiquité (Stojanovi¢ et al., 2020). Elle a été employer
particulierement par les prétres de I'Egypte depuis mille années, qui avaient monopolisé la
médecine, chimie et l'art des cadavres. Puis, par les Grecs qui I'ont utilisé pour traiter les
suppurations et leurs anciens textes disent que les médecins 1’utilisaient pour la fabrication des
baumes, ainsi que les textes hébreux qui décrivent ses propriétés thérapeutiques (Kuropatnicki
etal., 2013). Les Romains I'ont donné aux soldats pour soigner les blessures pendant les gueres
et les Européens utilisaient les préparations médicales a base de la propolis pour les traitements
des maladies de la bouches et de respiration (Wagh, 2013).

Aristote, Pline et Galen ont décrit certaines des propriétés médicinales de la propolis et
son utilisation comme antiseptique et agent anti-inflammatoire. Au cours de la période
médiévale, la propolis était principalement utilisée par les médecins arabes. Les civilisations
du nouveau monde, comme les Incas, utilisaient la propolis comme un antipyrétique. Depuis
le 18°™ siécle, la pharmacopée de Londres a répertorié la propolis comme un médicament
officiel. Entre le 17°™ et le 20°™ siécle, la propolis est devenue trés populaire en Europe en
raison de son activité antibactérienne. Pendant la seconde guerre mondiale, la propolis a été
utilisée comme agent antimicrobien et anti-inflammatoire. Cette matrice résineuse est
actuellement utilisée dans les formulations de produits cosmétiques, alimentaires et
pharmaceutiques et c'est l'un des produits naturels les plus connus et les plus utilisés. La
propolis rentre dans la composition des gélules, des bains de bouche, des lotions, des pastilles
pour la gorge, et dans des produits sans cire pour améliorer la manipulation et l'utilisation
(Santos et al., 2020).

1.3  Origine

L'origine de la propolis est difficile a prédire, elle peut provenir soit de la récolte sur les
bourgeons d'arbres : les bourgeons de bouleaux, ormes, aulnes, saules, chénes, marronniers
d'inde, frénes et les écorces des épicéas, des pins, des sapins et plusieurs especes de peupliers,
fournissent aux abeilles les meilleurs sources de propolis (Ghisalberti, 1979). Soit elle peut
avoir une origine interne ou la propolis serait un résidu provenant de la premiére phase de la
digestion du pollen régurgité pour I'abeille ou bien des matériaux qui sont introduits pendant
I'élaboration de la propolis (Marcucci, 1995).

Les propolis les plus fréquemment étudiées sont la propolis européenne issue
majoritairement de peupliers, la propolis verte du Brésil issue de Baccharis dracunculifolia et

4
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la propolis rouge dont la source est Dalbergia ecastophyllum. A cela s’ajoutent toutes sortes
de propolis provenant d’un assemblage complexe de végétaux plus ou moins bien identifiés
présents dans la zone géographique au moment de la récolte. La fraction polyphénolique est
trés différente d’une propolis a une autre et constitue ainsi une sorte d’empreinte spécifique qui

permet d’identifier I’origine botanique de cette propolis (Cardinault et al., 2012).

1.4 Collecte
1.4.1 Par les abeilles

La propolis est produite exclusivement par les abeilles Apis mellifera a partir de différents
exsudats végétaux principalement des bourgeons mais aussi des feuilles. A. mellifera
Caucasica est la plus industrieuse de toutes les races d'A. mellifera. Les abeilles asiatiques Apis
florea et Apis cerana ne récoltent pas de propolis. Les especes tropicales d'abeilles sans dard
récoltent également la propolis et I'incorporent a la cire pour en faire du cérumen. Dans les
zones tempérées, la propolis est récoltée a la fin de I'été et en automne, lorsque les abeilles se
préparent a I'hivernage (Santos et al., 2020).

Seules quelques ouvriéres, agées de 15 jours au maximum, sont spécialisées dans le
butinage de la propolis. Les abeilles récoltent la propolis pendant la période chaude de la
journée, lorsque la colle est molle. Les abeilles s'emparent de la colle molle du bourgeon et
I'arrachent avec leurs mandibules. Ensuite, elles manipulent cette résine avec leurs pattes
antérieures et I'emballent dans les pattes. La propolis est transportée a la ruche comme le pollen
sous la forme d'une charge, qui contient également des produits de sécrétion de la glande
mandibulaire (Bogdanov, 2016; Meyer et Ulrich, 1956). Une fois dans la ruche, la résine est
mélangee a la salive des abeilles et est partiellement hydrolysée par ses enzymes. La propolis
est ensuite cimentée dans les ruches et mélangée a de la cire d'abeille pour 1’utiliser (Santos et
al., 2020). Selon Meyer (1956), une colonie récolte environ 50-150 g de propolis par an, mais
les spécialistes de la propolis, les abeilles caucasiennes, peuvent récolter 250 a 1000 g de
propolis par an.

1.4.2 Par Papiculteur

La propolis est récupérée par deux méthodes :
La récolte se fait par grattage des cadres ou des parois de la ruche, il est préférable de réaliser
cette opération a basse température. La propolis issue de cette méthode n’est pas de bonne
qualité, car elle contient de la cire, des particules de bois et de métal de plus, elle peut étre assez

vieille (tres sombre) et partiellement dégradée. Ou bien au moyen des grilles a propolis placées
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sur la téte des cadres, il suffit de diminuer la température ce qui permet le durcissement de la
propolis qui devient cassante et facile a racler. Cette méthode permet une récolte systématique

et de recueillir une propolis de meilleure qualité (Krell et Nations, 1996).
1.5  Propriétés physico-chimiques

Plusieurs conditions influencent les propriétés physico-chimiques de la propolis ce qui
expliquent la grande diversité de couleur, d'odeur ainsi que 1’effet biologique et thérapeutique
de ce produit et qui sont en fonction de la zone géographique de laruche, des végétaux
présents sur cette zone géographique, de la disponibilité des végétaux pendant la saison
et de I’espéce d’abeille (Maroof et Gan, 2020).

Tableau 1. Propriétés physicochimiques de la propolis.

Propriétés Types de propolis Facteurs de variabilit¢ ~ Références
Selon I’origine
Couleur Verte, jaune, rouge et brun foncé botanique et I’dge de la
propolis (Wagh, 2013)
Odeur Douce et délicate liée aux résines
aromatiques Selon la végétation
. . disponible i ,
Saveur Souvent acre, piguante et amere. P (Wali et al.,
2017)
Dure et friable a 15°C
Consistance Molle aux alentours de 25 a 45°C En fonction de la (Anjum et al.,
Point de fusion situé vers 60-70°C et température 2019)
peut atteindre 100°C
Nature Lipophile
Peu soluble dans I’eau, soluble dans les Selon 1a polarité des (Irigoiti et al.,
Solubilité solvants organiques avec des P 2021)

- 1 solvants
proportions variables

1.6 Composition chimique

La composition chimique de la propolis a fait I'objet de nombreuses études, car ses
composants présentent plusieurs propriétés intéressantes pour la communauté scientifique
(Dantas Silva et al., 2017).

Plus de 300 composants ont été identifiés jusqu'a present, qui s'y retrouvent de fagon
constante et relativement stable répartis avec les proportions suivantes : résines et baume
végétal (50 %), cire (30 %), huiles essentielles (10 %), pollen (5 %) et autres composés
organiques (5 %) (Stojanovic et al.,2020).

A l'exception des résines et des cires, les principaux groupes de composes chimiques
présents dans la propolis sont : les phénols dont les polyphénols (flavonoides, acides

phénoliques, autres composés phénoliques et leurs esters), les terpenes et les terpénoides, les
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stéroides, les acides aromatiques, les esters aromatiques, les aldéhydes, les alcools, les sucres,
les alcools et les acides de sucre, les acides aminés, les vitamines, les acides gras, les
hydrocarbures, les éléments minéraux et les alcools. La classe des flavonoides demeure
toujours la plus importantes et la plus étudiées gréace a sa contribution aux activités biologiques

et pharmacologiques de la propolis telle que I’activité antioxydante (Stojanovié et al., 2020).

2 Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un état de déséquilibre entre exces de radicaux
oxydants (libres) et une dégradation insuffisante de ces radicaux par les systemes antioxydants
comme mecanisme de défense interne (Figure 2) (Daenen et al., 2019).

ANTI-

OXIDANTS OXIDANTS

= Cellular damage and eventually = Defective host defense, impaired
cell death, disease, aging, ... physiological functions

Figure 2. Balance oxydant/antioxydant (Daenen et al., 2019).

2.1 Radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des groupes d'atomes avec un nombre non apparié
d'électrons, ce sont des substances hautement réactives qui peuvent entrainer des réactions en
chaine. Les réactions en chaine impliquent un certain nombre d’étapes dont chacune forme un

radical libre qui déclenche I'étape suivante (Wu et al., 2013).

2.1.1 Typesdes radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre classés en espéces réactives de 1’oxygene (ERO) et
especes réactives de 1’azote (ERA) (Sharma et al., 2018). Les radicaux libres d’oxygéne et
d’azote peuvent étre convertis en autres espéces réactives non radicalaires (Fang et al., 2002).

Le tableau 2 résume la liste des ERO et ERA les plus importants.
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Tableau 2. Liste des ERO et RNS adapté par (Phaniendra et al., 2015; Rached, 2018).

Espéces réactives ~ Symbole

Propriété / Lieu

Espéces radicalaires

Superoxyde 02"

Peu réactif avec les biomolécules, se produit généralement
dans les mitochondries

Hydroxyle OoH Treés réactif, généré lors d’une réaction de Fenton

Radical ROO* Réactif, peut initier la peroxydation des acides gras, formé a
m  Pyroxyle partir des lipides, protéines, ADN et sucres, etc.
_‘2" Espéces non radicalaires
2 Peroxyde H.0, Peut causer des dommages a des concentration faibles, formé
§‘ d’hydrogéne dans une réaction de dismutation catalysée par 1’enzyme
= superoxyde dismutase
% Oxygene 10, Tres réactif, formé pendant la photosensibilisation,
g singulet I"activation des neutrophiles et éosinophiles, lors des réactions
Q. enzymatiques, etc.
% Ozone O3 Trés réactif, peut étre produit par voie d’oxydation de I’eau
(72]

catalysée par les anticorps dans le cas d’inflammation

Hydroperoxyde ROOH
organique

Réagit avec les métaux de transition

Acide HOCL
hypochloreux

Trés réactif, produit par les neutrophiles activés dans le site
d’inflammation par le peroxyde d’hydrogeéne et le chlorure
catalysée par I’enzyme myélopéroxydase

Espéces radicalaires

Oxyde nitrique NO*

Second messager important et régulateur de la pression

m sanguine, peut produire des oxydants puissants
3 _r:w Dioxyde NO, Formé pendant une pollution atmosphérique par dioxyde
e & d'azote
o 3 - T
S8 Especes non radicalaires
v ~ s 7 - 7
< Peroxynitrite ONOO"  Hautement réactif, formé de NO et superoxyde
w

Acide ONOOH
peroxynitrique

Protoné a partir de peroxynitrite

2.1.2 Sources des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre formés de 3 facons : par le clivage homolytique de la

liaison covalente d'une molécule normale, par la perte ou I’ajout d'un électron unique (Atta et

al., 2017). lls peuvent avoir une origine endogéne ou exogene.

2.1.2.1 Sources endogénes

Les sources endogénes incluent les différents organites cellulaires comme représenter

dans le tableau 3.
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Tableau 3. Sources endogénes des ERO et ERA (Hameister et al., 2020).

Compartiment subcellulaire Source des radicaux libres

Mitochondries Chaine de transport d’électrons

Réticulum endoplasmique Oxydation ~ microsomique,  flavoprotéines,  les
cytochromes P450

Membrane plasmique Lipoxygénases, prostaglandine synthase, NADPH
oxydase

Peroxysomes Oxydases, flavoprotéines

Cytoplasme Xanthine oxydase, isoformes d’oxyde nitrique synthase,
métaux de transition

Lysosomes Myélopéroxydase

2.1.2.2 Sources exogenes

IIs sont genérés par divers stimuli, notamment des facteurs professionnels et
environnementaux tels que les rayonnements ionisants, divers produits chimiques, les
rayonnements solaires (Hameister et al., 2020), la pollution d’air et de 1’eau, les pesticides,
I’alcool, le tabagisme, les métaux lourd (Fe, Cu...), les métaux de transition (Pb, Hg...), les
médicaments tels que Paracétamol, (Phaniendra et al., 2015), les virus, bactéries et
parasites,...etc (Sharma et al., 2018).

2.1.3 Robles des radicaux libres

Les ERO/ERA sont connus pour jouer un double réle car ils peuvent étre nocifs a des
concentrations élevées et lorsqu’il y a un déséquilibre entre ERO/ERN et les systémes
antioxydant, comme ils peuvent étre benefiques lorsqu’ils sont impliqués dans des roles

physiologiques (Valko et al., 2006), le tableau 4 résume ces différents roles.

Tableau 4. Effets des radicaux libres.

Effets bénéfiques Effets nocifs Références
Signalisation cellulaire. Endommager les structures cellulaires (les

. g . . . L (Valko et al.,
Induction des réponses mitogéniques. acides nucléique, les lipides, les membranes, 2006)
Défense contre les agents infectieux.  les protéines...etc.
Impliqués dans les processus Troubles gastro-intestinaux et hépatiques.
métaboliques. Perte d’¢lasticité des arteres. (Sharma et
Impliqué dans le processus de Rigidité des articulations et des cartilages. al., 2018)
détoxification du foie. Provoquent le vieillissement. N
La production de compléments. Inflammation.

2.2  Antioxydants

Un antioxydant designe toute substance qui présente, a des faibles concentrations par
rapport a celles d'un substrat oxydable, le pouvoir de retarder ou inhiber significativement

I'oxydation de ce substrat (Halliwell et Gutteridge, 1995). Les antioxydants bloquent le
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processus d'oxydation en neutralisant les radicaux libres par deux voies possibles : briser la
réaction en chaine ou bien I'empécher. Ce faisant, les antioxydants deviennent eux-mémes
oxydés (Atta et al., 2017).

2.2.1 Types des systemes antioxydants

Les systemes antioxydants peuvent étre classer en: antioxydant endogeénes
(enzymatiques et non-enzymatiques), antioxydants exogénes naturels et synthétiques (Tableau
5).

Tableau 5. Systémes antioxydants.

Antioxydants Mécanisme d’action Références

Antioxydants endogénes enzymatiques

Superoxyde dismutase 20," + 2H* — H,0, + O, (Hameister
Glutathion peroxydase 2GSH + H;0; — GSSG + 2H,0 etal.,
Glutathion réductase GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP* 2020)
Catalase H202 — H20 + O

Antioxydants endogénes non enzymatiques

Glutathion, NADPH, coenzymes Q, Agents réducteurs (Rached,
albumine, bilirubine, acide urique 2018)
Lipides
Hormones : Mélatonine Piégeage des radicaux libres, stimulation des
enzymes antioxydantes
Antioxydants exogenes (Hameister
Vitamine C, E Piégeage des radicaux libres etal.
2020)

Caroténoides dont la vitamine A
Polyphénols dont les flavonoides
Antioxydants synthétiques

- (Sindhi et
Butylhydroxytoluéne (BHT), Protection al., 2013)

Butylhydroxyanisole (BHA).
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3 Matériel et méthodes

3.1  Stratégie de recherche

L’analyse a été établi conformément aux directives PRISMA (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses). Le « PRISMA Statement » se compose d'une liste
de controle de 27 éléments et d'un diagramme de flux en quatre phases. La liste de contréle
comprend des éléments juges essentiels pour le compte rendu d'une revue systématique. Ces
éléments ont été adaptés pour étre utilisés par les chercheurs qui effectuent des revues
systématiques, ils permettent la démonstration de la qualité de I'analyse, facilitent aux lecteurs
d'évaluer la pertinence des études et aux auteurs de structurer la revue en utilisant les rubriques
PRISMA (Liberati et al., 2009).

Nous avons effectué la recherche électronique des articles susceptibles d’étre utilisé dans
cette étude sur la base de données scientifiques PubMed, nous avons ciblé par cette recherche
les articles traitants 1’activité antioxydante de propolis en combinant les mots clés suivants en
anglais pour optimiser la recherche : « Antioxidant activity of propolis » ; « Antioxidant AND
propolis » et « Antiradical activity of propolis ». Les différentes combinaisons de mots clés et
le nombre des articles obtenu sont représentés dans le tableau 6.

Tableau 6. Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour chaque mots clé utilisé.

Mots clés utilisés pour la recherche Nombre d’articles obtenus
Antioxidant AND propolis 1104
Antioxidant activity of propolis 898
Antiradical activity of propolis 25

3.2  Démarche méthodologique
3.2.1 Sélection des articles

Les titres identifiés par la recherche électronique sur PubMed ont été évaluer par deux
lecteurs. Conformément aux criteres de recherche, la recherche électronique a fourni 898
résultats. 898 titres ont été identifiés, 1’évaluation initiale basée simplement sur la lecture des
titres a abouti a I’élimination de 749 résultats en raison d’étre des articles Review ou di a
I’absence des mots clés. Les 149 articles restants ont été sélectionner par la suite pour la lecture
du résumé, qui a permis quant a elle de conserver 92 articles dont les textes intégraux ont

ensuite été etudiés pour réaliser la troisiéme sélection et d’exclure 72 articles en raison d’étre
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hors sujet, ceux qui traitent la toxicité induite par la propolis et les articles qui ne mentionnent
pas les valeurs numériques et les tests d’évaluation de 1’activité antioxydante.

De la lecture complete des textes intégraux (Full text), 20 articles ont répondu aux critéres
d’inclusions et ont été inclus dans cette ¢tude. Notre tri PRISMA est illustré dans le diagramme

de flux comme le montre la figue 3.

3.2.2 Critéres d’exclusion

- Les articles Review.

- Les articles qui utilisent une langue autre que I’anglais ou le frangais (langue
portugaise).

- Les articles qui ne mentionnent pas les valeurs de 1’activité antioxydante.

- Les articles qui ne suivent pas la forme IMRED (Introduction, Méthodes, Résultats Et
Discussion).

- Lesarticles qui parlent sur la toxicité induite par la propolis.

3.2.3 Critéres d’inclusion

- Lesarticles redigés en anglais ou en francais.

- Les études qui mentionnent la concentration de propolis administrée aux animaux dans
le cas des études in vivo.

- Indication de la valeur de ’activité antioxydante.

- Les études qui utilisent uniquement la propolis ou ses extraits comme agent
antioxydant.

- Les études qui mentionnent les solvants d’extraction et les techniques de dosage.
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Figure 3. Diagramme de flux (Flowchart) des différentes etapes de sélection des articles.
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Les 20 articles retenus pour la réalisation de ce travail systématique ont été organise a
I’aide du logiciel EXCEL pour simplifier leur présentation en incluant quelques informations
relatives aux articles telles que le journal de publication, le nom du premier auteur, I’année de

publication et le titre de 1’étude (Tableau 7).

Tableau 7. Caractéristiques des études incluses pour I'analyse systématique.

N° Titre Premier auteur Année Journal

Antioxidant properties, total phenols and

pollen analysis of propolis samples from Leandro Food gnd
1 - 2008 Chemical

Portugal Moreira .
Toxicology
Effect of seasonal variations and
collection form on antioxidant An Acad Bras
2 activity of propolis from San Juan, Mari’a L. Isla 2009 Cienc
Argentina

Polyphenol contents and antioxidant

activity of lyophilized aqueous extract J Liposome Res

3 of propolis from Erzurum, Turkey lhami Galgin 2010
Antioxidant compounds from propolis
4 collected in Anhui, China Haisha Yang 2011 Molecules
Brazilian red propolis: unreported Journal of the
substances, antioxidant and L. Science of Food
S antimicrobial activities Adne A Righi 2011 and Agriculture
Chemical characterization of Iragi Food and
6 propolis samples and assessing their Ghassan M. 2011 Chemical
antioxidant potentials Sulaiman Toxicology
Antioxidant effect of propolis against .
L ) Environmental
7 exposure to chroml_um in Cyprinus M. Enis Yonar 2011 Toxicology
carpio '
Antioxidant and anti-cancer cell Asian Pacific
proliferation activity of propolis extracts  Supakit Khacha- journal of cancer
8 X 2013 ;
from two extraction methods ananda prevention
Antimicrobial, antioxidant and cytotoxic
I . 4 . Food and
9 activities of propolis from Melipona Jaqueline 2014 Chemical
orbignyi (Hymenoptera, Apidae) Ferreira Campos emica
’ Toxicology
Chemical composition, antioxidant and J Agric Food

10 anti-AGEs activities of a French poplar Severine 2014 Chem

. Boisard
type propolis
Antibacterial activity, antioxidant effect
11 and chemical composition of propolis Nélida Nina 2015 Molecules
from the region del maule, central chile
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Antioxidant Properties and Evid Based
Cardioprotective Mechanism Complement
12 of Malaysian Propolis in Rats Romana Ahmed 2017 Alternat Med
Evaluation of bioactive compounds
potential and antioxidant activity of Julianna Karla PLOS One
13 brown, green and red propolis from Santana 2017
Brazilian northeast region Andrade
Antioxidant and cytotoxic activity of
propolis of Plebeia droryana and Apis .
14 mellifera (Hymenoptera, Apidae) from Thalm_y 2017 PloS One
. . Bonamigo
the Brazilian Cerrado biome
Antioxidant, antimicrobial, antiparasitic,
15 and cytotoxic propertiesof various Rejane Pina 2017 PloS One
Brazilian propolis extracts Dantas Silva
Antioxidant, Cytotoxic, and Toxic Oxidative
Activities of propolis from TwoNative -
. - . - . Medicine and
Bees in Brazil: Scaptotrigona depilis Thaliny
16 . 2 X 2017 Cellular
and Melipona gquadrifasciata Bonamigo Lonaevit
anthidioides gevity
Artepillin C and phenolic compounds
. - . Journal of
responsible for antimicrobial and Applied
17 antioxidant activity of green propolis R.S. Veiga 2017 Micrrc))%iolo
and Baccharis dracunculifolia DC 9y
Identification of Resveratrol as
Bioactive Compound of Propolis from
18 Western Romania and Characterization ~ Alexandra Duca 2019 Molecules
of Phenolic Profile and Antioxidant
Activity of Ethanolic Extracts
Investigation of antioxidant capacity,
19 bloac_c essubl_llty and L(.:'MS/MS. Tugba Ozdal 2019 Food chem
phenolic profile of Turkish propolis
. .. . International
o NS ORI Moz, doumal of P
prop g Din Ibrahim Microbiology
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3.3  Analyse des données

Les articles inclus ont été par la suite relus afin d’analyser et extraire toutes les données
pertinentes en relation avec notre problématique. Cette étape nous a permis de tirer 83 criteres.
Pour chaque étude, les différents criteres, leurs propositions, leur saisie et leur analyse
statistique ont été realiser avec le logiciel SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
version 20. Ce dernier est un outil statistique polyvalent largement utilisé par les chercheurs
pour manipuler et gérer les données, il fournit un environnement de visualisation rapide qui va
des modeles les plus simples aux plus complexes. SPSS offre également une documentation
des données, il permet aux chercheurs de stocker un répertoire de métadonnées, il agit comme
un dépét centralisé d'informations relatives aux données telles que les relations avec d'autres
données, leur signification, leur origine, leur format et leur utilisation.

L’analyse des données a été réalisée de maniére qualitative, sous forme d’une synthése
descriptive, adaptée a 1’objectif de recherche de notre revue systématique (Tableau 8).

Tableau 8. Criteres de jugement des études incluses dans la revue systématique de la littérature
par le logiciel SPSS.

N°  Critere Objectif du critére

1 Code de I’article Organisation

2 Année de publication

3 Pays de recherche

4 Nombre de chercheurs

5 Présence de collaboration

6___ Type de collaboration Description des recherches
7____ Objectif de I'étude sélectionnées dans ’axe de
8 Nombre d'activités biologiques étudiées valorisation de I’activité
9  Etude de l'activité antioxydante antioxydante de propolis
10  Etude de l'activité antimicrobienne

11  Etude de I'activité antiparasitaire

12 Etude de I'activité anticancéreuse et cytotoxique

13 Etude de l'activité cardioprotectrice

14 Type d'étude de I'activité antioxydante

15  Origine géographique des échantillons de propolis

16  Nombre des régions étudiees

17  Mention de la saison de collecte

18  Mention de I'année d'échantillonnage

19  Nombre d'échantillons

20  Moyen d'obtention Echantillonnage,

21 Mention de I'origine botanigue cargctéris_tiques d,e propplis et
22 Mention de l'espéce d'abeille preparation des echantillons
23 Couleur de propolis

24 Aspect physique de I'échantillon de propolis
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25  Préparation de I'échantillon avant I'extraction
26  Conservation de I'échantillon
27  Réalisation d'extraction
28  Nombre des technigues d'extraction
29  Nom des techniques d'extraction
30  Solvant d'extraction
31  Nombre des extraits
32  Pourcentage d'éthanol utilisé
33 Mention de la température d'extraction
34 Mention de la durée d'extraction
35  Concentration des extraits
36  Methode de concentration des extraits
37  Utilisation de la lyophilisation
38  Conservation des extraits
39  Température de conservation des extraits
40  Fractionnement
41 Type de fractionnement
42  Dosage des molécules
43 Nature des molécules dosées . .
- - Extraction et traitement des
44 Nombre des technigues de dosage des phénols totaux extraits
45  Nom des techniques de dosage des phénols totaux
46  Standard utilisé pour le dosage des phénols totaux
47  Nombre des technigues de dosage des flavonoides
48  Nom des techniques de dosage des flavonoides
49  Standard utilisé pour le dosage des flavonoides
50  Analyse chimique
51  Nombre des technigues d'analyse chimique
52  Types des technigues d'analyse chimique
53  Utilisation de la technique HPLC
54 Utilisation de la technique HPLC-ESI/MS
55  Utilisation de la technique LC-MS
56  Utilisation de la technique HPLC-DAD
57  Utilisation de la technique GC-MS
58  Nombre des molécules identifiées
59  Classes chimiques des molécules identifiées
Constituants majeurs auxquels l'activité antioxydante est
60  associée
Nombre des tests d'évaluation de l'activité antioxydante in
61 vitro
62  Utilisation du test au DPPH
63 Solution de preparation _ o
64 Longueur d'onde utilisée aﬁ;zlxggnnt delacmite
65  Standard utilisé
66  Extrait actif
67  Activité antioxydante de I’extrait le plus actif
68  Utilisation du test de FRAP
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69  Solution de préparation

70  Longueur d'onde utilisée

71  Standard utilisé

72  Utilisation du test ABTS/TEAC

73  Solution de préparation du test ABTS/TEAC
74 Longueur d'onde utilisée

75  Standard utilisé

76  Utilisation du test ORAC

77  Utilisation du test de blanchiment de B-carotene
78  Utilisation du modéle d’érythrocytes humaines
79  Modeéle animale utilisé dans les tests in vivo
80  Voie d'administration

81  Concentration des extraits administrés

82  Durée du traitement

Nature des tests d'évaluation de I'activité antioxydante in
83 vivo

3.4  Analyse descriptive et statistique

L’analyse statistique des données des études sélectionnées a été executé en fonction des
variables traitées :

Le test de corrélation linéaire de Pearson afin de vérifier la liaison statistique entre deux
variables quantitatives continues. La valeur de r obtenue est une estimation de la corrélation
entre deux variables dans une population. Sa valeur fluctuera d'un échantillon a l'autre, r prend
une valeur comprise entre -1 (corrélation négative) et 1 (corrélation positive), r = 0 signifie
aucune corrélation (les deux variables sont indépendantes).

Le test d’indépendance du Khi-deux (yx2) afin de Vérifier si deux variables qualitatives
sont susceptibles d'étre liées ou pas. Le seuil de risque () a été fixé a 5 %. Les valeurs de
signification asymptotique bilatérale (o) des résultats d’analyse de 2 ont ét¢ comparées a a,
dont si :

o < o hypothése 0 (Ho) est vrali, les deux variables sont dépendantes.

o > a hypothése 1 (Hz) est vrai, les deux variables sont indépendantes.

Le traitement des graphes a été réalisé a 1’aide du logiciel GraphPad Prism version 8.0.2.
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4 Reésultats et discussion

4.1  Description des recherches sélectionnées dans 1’axe de valorisation de

P’activité antioxydante de propolis

Avec le progres de la science, la nécessité de trouver des médicaments et des alternatifs
naturels pour prévenir diverses maladies et problémes de santé publique a considérablement
augmentée. Certains de ces traitements incluent l'utilisation des produits apicoles tels que le

miel, la cire d'abeille et la propolis.

4.1.1 Année de publication

L’intérét croissant des chercheurs pour les activités biologiques de la propolis,
notamment son potentiel antioxydant, est remarquable par la présence de nombreuses
publications qui ne cessent de progresser dans diverses bases de données scientifiques. A titre
d’exemple, la consultation de la base PubMed (Figure 4) nous a montré que depuis 1981 (une
seule publication), de nombreux modéles ont été exploité pour évaluer le pouvoir antioxydant
de la propolis. Le nombre des travaux scientifiques sur 1’activité antioxydante de la propolis a
culminé en 2021 avec 114 publications. On peut clairement voir que malgré la diminution de
la production scientifique pendant la pandémie de COVID-19, la propolis a continué d’étre une
cible d’intérét pour la communauté scientifique.

Pendant cette pandémie, les chercheurs ont demontré 1’efficacité antivirale de propolis
contre ce virus. Face a ces résultats, ils ont commencé a tester a travers de nombreux travaux,
le potentiel antioxydant de propolis afin de trouver des solutions efficaces pour soulager les
symptomes grippaux de la COVID-19 (Miryan et al., 2020) et diminuer 1’incidence des
dommages cardiovasculaires causés par cette maladie, qui a exposé ’humanité a un risque
accru de thrombose veineuse profonde (Zulhendri et al., 2021). La valeur des résultats
scientifiques dans cet axe en 2022 (le 16 Mars) laisse a supposer que les recherches sont en

cours d’acheévement ou elles n'ont pas encore été publiées.

O - _----lllllll|IIIIIIIIII5

1981 2022

Figure 4. Répartition chronologique des études de I’activité antioxydante de propolis dans
PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=antioxidant%?20activity%200f%20propolis)
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La figure 5 représente la répartition des articles scientifiques sélectionnés aléatoirement
dans cette etude, en fonction de I'année de publication. Selon les études retenues, en partant de
2008 & 2022, on a remarqué que le nombre des recherches publiées concernant la contribution
de I’activité antioxydante de la propolis dans le domaine du stress oxydatif, varie d'une a deux
jusqu'a quatre études par an, sauf pour I'année 2017, ou on a obtenu un effectif plus élevé par

rapport aux autres années avec six études publiées.
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Annee de publication
Figure 5. Diagramme en batons des années de publication des articles sélectionnées.

4.1.2 Pays de recherche

L’analyse de la répartition des 12 pays de recherches des publications sélectionnées
(Figure 6), a montré que le Brésil occupe la premiére place avec un pourcentage de 35% des
publications étudieées. En deuxieme lieu, on trouve la Turquie avec un pourcentage de 15%.
Nos résultats sont conformes aux données rapportées dans la littérature par Katekhaye et son
équipe (2019), qui ont constaté a travers une étude statistique de 2095 publications scientifiques
sur la propolis, que le Brésil est 'un des grand pays contributeurs dans la recherche sur la
propolis.

La propolis brésilienne a suscité 1’intérét de nombreuses études scientifiques, que ce soit
par les chercheurs brésiliens ou au niveau mondial puisque ce pays est I’un des producteurs
importants de la propolis verte dans le marché mondial, qui est trés connu pour sa richesse en
agents antioxydants (Sawaya et al., 2011). De plus, son statut développé et sa puissance
économique fournissent un environnement favorable a la recherche scientifique, ce qui

implique la disposition de laboratoires bien equipés pour répondre aux besoins des chercheurs.
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On a observé a travers cette analyse, I’absence des études sur la propolis algérienne. Ceci

est peut-étre associer au fait que les journaux utilisés par les chercheurs algériens ne sont pas

indexés a PubMed.

4.1.3 Collaboration des chercheurs

Figure 6. Diagramme circulaire représentatif des pays de recherche.

Pays de
recherche

MBresil
M Turquie
Cirak
MPortugal
ClArgentine
B chine
Echili
[ Thailande
EFrance
BERoumanie
CArabie Saoudite
CIMalaisie

D’apres les articles sélectionnés, on a trouvé que le nombre des chercheurs varie

largement entre 2 a 13 chercheurs par article (Tableau 9). L’absence des travaux individuels

dans ce domaine est influencée par la nature et le nombre d’objectifs ciblés dans les études

intéressées par la valorisation de propolis. L’exploration de plusieurs activités biologiques ainsi

que les études qui exploitent différents échantillons de propolis et cherchent a les comparer

chimiquement nécessitent un travail de groupe et la distribution des taches entre les chercheurs.

Tableau 9. Nombre des chercheurs.

Nombre des chercheurs Effectifs Pourcentage

2 1 5%

4 3 15%
5 2 10%
6 3 15%
8 3 15%
9 5 25%
10 2 10%
13 1 5%
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On a egalement remarqué la présence de collaborations dans toutes les études ciblées
dans ce travail, dans lesquelles la collaboration nationale est dominante par rapport a celle
internationale par un pourcentage de 75% (Tableau 10).

Tableau 10. Types de collaboration.

Type de collaboration Effectifs Pourcentage
Nationale 15 75%
Internationale 5 25%

La collaboration dans le domaine de la biologie n’est pas quelque chose de nouveau, elle
peut prendre nombreuses formes, y compris les collaborations multidisciplinaires, qui
impliquent des coopérations variées entre les chimistes, les physiciens, les médecins et les
biologistes, dans un objectif d’échange de connaissances entre les spécialités complémentaires
qui mettent les scientifiques en contact avec une diversité d’opinions d’une valeur inestimable
et permet d’acquérir de nouveaux points de vue pour satisfaire et enrichir un champ de
recherche bien précis.

En outre, le développement d'instruments volumineux et extrémement coQteux,
représente 1’une des causes qui poussent les scientifiques vers la collaboration afin de partager
les frais de recherche (Vermeulen et al., 2013).

Que ce soit pour avoir acceés a 1’équipement spécialisé¢, de nouvelles sources de
financement ou pour trouver de nouvelles idées, la science est sans aucun doute un projet qui
touche le monde entier et la recherche universitaire se mondialise avec le progreés de la science.
Toutefois, les collaborations internationales sont accompagnées par certaines difficultés. Le
manque de capacités linguistiques, notamment 1’anglais qui est devenu une langue scientifique
dominante est la principale cause de 1’échec des collaborations internationales vu qu’il rend la
communication entre les chercheurs difficiles. En outre, les fuseaux horaires différents peuvent
rendre difficile I’organisation des réunions en raison de la répartition des collaborateurs dans
le monde entier, ce qui tend a ralentir I'avancement des projets internationaux. L’obtention de
visas ralentit aussi parfois le travail. De plus, les délais des procédures de candidature et les
calendriers de financement ne correspondent pas toujours, ce qui peut compliquer la

collaboration entre des organisations de différents pays.

4.1.4 Objectif de I'étude

L'importance de définir les objectifs de recherche réside dans le conditionnement du
choix de la population, de I'unité d’échantillonnage, du type et de la qualité des informations
recueillies. L’ensemble des objectifs développés dans un travail scientifique définit la nature
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et la source des données requises et garantira que toutes les informations nécessaires soient
recueillies et que toute redondance soit éliminée.

D’aprés notre analyse, 45% des études sélectionnées avaient principalement pour but,
I’étude de D’activité antioxydante avec 1’investigation du profil chimique des extraits de
propolis (Tableau 11). Cette association permet I’enrichissement de I’industrie pharmaceutique
qui bénéfice des trouvailles des études de caractérisation chimique des échantillons de propolis
et donne une idée sur 1'utilisation pharmacologique réelle des molécules bioactives isolées a
partir de cette résine miraculeuse.

Tableau 11. Objectifs des études sélectionnés.

Objectif Effectifs Pourcentage
Caractérisation chimique et étude de
| oanEe a | 9 45%
’activité antioxydante de propolis
Caractérisation chimique, ¢tude de I’activité
antioxydante et d’autre activités biologiques de 7 35%
propolis
Etude de I’activité antioxydante et d’autres 3 15%
. ey . . . 0
activites biologiques de propolis
Effet de la saison et méthode de récolte sur
1 5%

I’activité antioxydante de propolis

L’analyse d'un grand nombre d'échantillons provenant de différentes origines
géographiques a révélé au cours des années que la composition chimique de la propolis est trés
variable et difficile a standardiser. Cela peut justifier I’importance de lier ces deux objectifs
ensembles en raison de I’influence directe de la composition chimique et de la structure des
agents thérapeutiques sur le type et I’intensité des activités biologiques de la propolis.

Elle permet également, de rapprocher les chercheurs vers I’identification des marqueurs
chimiques pour classer les différents types de propolis. Dans ce contexte, Matsuda et
de Almeida-Muradian (2008) ont rapporté dans leur étude qu’un marqueur est une substance
trouvée de facon abondante et constante dans un type donné de propolis et que son
identification est de grande utilité pour la caractérisation de la source végétale de la propolis.
C’est le cas de l'artepilline C, qui a eté établie comme un marqueur de la propolis verte

brésilienne ou sa quantification est devenue un indicateur de la qualité de ce produit.
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4.1.5 Activités biologiques de propolis associées a I’activité antioxydante

La science moderne s'est concentrée sur la propolis apres les années 60, inspirée par
I'intérét général pour les produits de I'abeille et les produits naturels. La littérature scientifique
a rapporté et confirmé la polyvalence des activités pharmacologiques de la propolis, non
seulement ceux issues de différents écosystemes mais ces variabilités ont été prouvé pour des
échantillons provenant de la méme ruche, ce qui confirme la complexité de sa composition
chimique qui influence ses propriétés thérapeutiques, a savoir son effet antimicrobien,
anticancéreux, hépato-protecteur, antiparasitaire, anti-inflammatoire, antioxydant et
hypoglycémiant qui pourrait avoir un impact positif sur les complications du diabete (Banskota
et al., 2001).

D’aprés les résultats obtenus dans la figure 7, on a constaté que 50% des travaux
sélectionnés ont focalisé sur 1’étude de ’activité antioxydante séparément des autres activités
biologiques mais en association a d’autres objectifs. Cela est probablement di a I’influence des
mots-clés utilisés dans la recherche des articles inclus dans ce travail systématique, vu que

notre thématique s’intéresse a cette activité.

109 3 Activié antioxydante
g: Bl Activié antioxydante et antimicrobienne
a — Activité_ antioxydante, anticancéreuse et
L g cytotoxique
)
§ 5 [ Activité antioxydante et cardioprotectrice
S — - e, - - - -
w4 — Activité antioxydante, antimicrobienne,
2' anticancéreuse et cytotoxique
1 Activité antioxydante, antimicrobienne,
antiparasitaire, anticancéreuse et cytotoxique
oLl |T| |T| = ant t ticance t cytot

Activités biologiques étudiées

Figure 7. Histogramme représentatif de 1’effectif des activités biologiques associées a
’activité antioxydante.

Cependant, on a trouvé que la moiti¢ des études ciblées ont traité d’autres activités
pharmacologiques de la propolis en association avec I’effet antioxydant, dont le nombre a
atteint jusqu’a cinq activités par article. L’effectif élevé des activités biologiques associées
donne plus de valeur aux échantillons testés et confirme la possibilité d’usage multiple de ce
produit. On a également noté que certaines activités biologiques de la propolis sont uniques
indépendamment du type de propolis et de son origine, comme 1’activité antimicrobienne et

antioxydante, tandis que certaines fonctions biologiques comme I’activité anticancéreuse sont
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spécifiques et dépendent de la présence de certains composés biologiquement actifs. Ces
trouvailles impliquent que la prise en considération de la variabilité des effets thérapeutiques
de la propolis est un stimulus pour étudier en profondeur la chimie de ses sources végétales.

Selon les articles ciblés, on a constaté que I’activité antimicrobienne est 1’une des
activités biologiques de la propolis les plus étudiées en association a ’activité antioxydante.
La propolis est un agent antimicrobien par excellence, cette propriété a été inspiré par son usage
par les abeilles sur les cadavres des intrus qui ne peuvent pas étre évacués, empéchant ainsi
leur décomposition (Anjum et al., 2019). Cette activité a suscité 1’intérét du domaine médical
ces dernieres années, en raison du besoin croissant de trouver de nouveaux traitements pour les
maladies infectieuses, surtout avec 1’augmentation de la résistance des agents pathogénes aux
antibiotiques actuellement utilisés. De nombreuses recherches ont prouvé I’efficacité des
extraits de propolis contre un large éventail de bactéries Gram positives et Gram négatives
(Przybytek et Karpinski, 2019) telles que Enterococcus spp., Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. De plus, la propolis agit comme un bactéricide en intervenant dans
I’arrét de la division cellulaire des bactéries, la synthése des protéines, la destruction de la paroi
cellulaire et le cytoplasme bactérien (Anjum et al., 2019; Parolia et al., 2010).

Ota et ces collaborateurs (2001) ont monté le potentiel réle antifongique de propolis
dirigé contre les différentes especes du genre Candida et sur d’autre souches de levures. La
propolis intervient également dans la protection contre de nombreux virus dont les myxovirus,
les poliovirus, les rotavirus (Siheri et al., 2017), les adénovirus (Schnitzler et al., 2010) et
récemment elle a démontré son effet antiviral contre le SARS-CoV-2 (Zulhendri,
Chandrasekaran, et al., 2021).

L’activité anticancéreuse et cytotoxique arrivent en deuxiéme position. La
reconnaissance des caractéristiques du cancer a un impact positif sur la recherche et le
développement de nouvelles méthodes et de nouveaux agents thérapeutiques offrants une
fenétre thérapeutique suffisamment large pour tuer les cellules tumorales tout en préservant les
cellules normales. Ces derniéres années, la propolis a suscité un intérét croissant de la part d'un
grand nombre de chercheurs grace a la variabilité de ses composés phytochimiques qui peuvent
agir par le biais de multiples voies pour réduire les développements malins des cellules
cancéreuses. L’efficacité des extraits de propolis administrés seuls ou en tant qu’adjuvant, a
été démontré contre le cancer du cerveau, de la prostate, des seins, du colon, du pancréas, ...
etc. dans diverses études in vitro et in vivo (Patel, 2016). 1l a été également mentionné que la
propolis exerce son effet anticancéreux par le biais de I’immuno-modulation principalement en

raison de I'augmentation de I'immunité non spécifique par I'activation des macrophages qui, a
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leur tour, pourraient secrétés des cytokines qui interferent directement avec les cellules
tumorales ou avec la fonction d'autres cellules immunitaires (Orsoli¢ et al., 2006; Watanabe et
al., 2011). La propolis améliore l'activité lytique des cellules tueuses naturelles contre les
cellules tumorales (Sforcin, 2007). Ce produit naturel peut bloquer les voies de signalisation
de I'oncogenese qui, a leur tour, entrainent une diminution de la prolifération et de la croissance
cellulaires et peut également agir en diminuant la population de cellules souches cancéreuses,
en augmentant l'apoptose, en exercant des effets antiangiogéniques et en modulant le
microenvironnement tumoral (Silva-Carvalho et al., 2015).

Des effets significatifs contre différentes especes de parasites a été démontrée,
notamment la Trichomonas vaginalis, Trypanosoma cruzi (qui cause la maladie du Chagas),
Trypanosoma brucei (qui cause la maladie du sommeil) et Trypanosoma evansi (Siheri et al.,
2017).

Les maladies cardiovasculaires sont la premiére cause de mortalité dans le monde,
représentant un lourd fardeau économique et affectant profondément la qualité de vie des
patients (Silva et al., 2021). La capacité cardioprotectrice de la propolis est attribuée a son
activité antioxydante sachant que le stress oxydatif joue un réle dans le déclenchement des
maladies cardiovasculaires a travers l'oxydation des lipoprotéines de faible densité qui
déclenchent le processus d’athérogénese, entrainant I'athérosclérose qui affecte gravement
I’état des vaisseaux sanguins (Braakhuis, 2019). La modulation des marqueurs des maladies
cardiovasculaires par la propolis a été démontrée dans plusieurs études. Des tests in vitro et in
vivo ont été développés afin d'élucider les mécanismes moléculaires de cet effet bénéfique dont
la régulation du métabolisme et des lipoprotéines, modulation de I'expression des genes,
diminution des cytokines inflammatoires et du stress oxydatif, amélioration de la fonction
endothéliale et inhibition de I'agrégation plaquettaire (Daleprane et Abdalla, 2013).

4.1.6 Type d'étude de I'activité antioxydante (in vivo, ex vivo et in vitro)

L’un des défis majeurs lors de 1’étude de 1’activité antioxydante de propolis est le choix
des tests et des modéles d’évaluation de cette activité, du fait qu’elle est relayée par une
multitude de voies d’action parmi lesquelles figurent : I’inhibition d’enzymes pro-oxydantes,
induction de I’expression des génes qui codes pour les enzymes antioxydantes, la détoxification
des ERO par voie enzymatique, la chélation des métaux de transition, ...etc. De plus, la
complexité et la diversité des systemes d’étude ont conduit au développement d’une multitude
de tests in vivo et in vitro, aucun d’entre eux ne permet malheureusement d’évaluer de maniére

globale le potentiel antioxydant de propolis (Laguerre et al., 2007).
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Afin d’analyser la répartition des études sélectionnées selon les modeles expérimentaux
utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante de propolis, nous avons associ¢ les travaux qui
utilisaient des réactions avec des radicaux chimiques aux tests in vitro, ceux qui ont effectué
des manipulations sur des tissus et lignées cellulaires aux tests ex vivo et enfin ceux qui ont
travaillé avec un modele animal aux tests in vivo.

A travers cette étude, nous avons remarqué que 75% des études sélectionnées ont utilisé
des tests in vitro pour I’évaluation de 1’activité antioxydante de propolis. Ce type de test est
parfois complété par des expériences ex vivo (Figure 8) tels que la peroxydation lipidique qui
est généralement exploité sur un modéle d’érythrocytes humaines. On a également remarqué
que les tests in vivo sont moins employés (5%). Cela est peut-étre attribué a leur complexite,
au codt élevé des expériences, au facilité d’altération des paramétres biochimiques comme les

enzymes et du fait que ces tests soulévent des problemes éthiques.
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Figure 8. Histogramme des effectifs des tests d'évaluation de I'activité antioxydante.

Les essais in vitro sont faciles, rapides, moins onéreux et fournissent une compréhension
acceptable des modes d’actions en raison de 1’évaluation séparée des effets biologiques ou les
conditions de manipulations peuvent étre bien controler. De nombreux tests in vitro sont
désormais disponibles, qui controlent genéralement l'effet inhibiteur de I'antioxydant sur la
dégradation oxydative d'un substrat dans des conditions d'oxydation naturelles ou artificielles.
Globalement, cette mesure nécessite de se concentrer soit sur la perte de substrat oxydable, soit

sur la formation de produits d'oxydation.
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Cependant, les résultats de ce genre de test ne permettent pas de finaliser les décisions
sur un phénomeéne complexe comme le stress oxydatif en raison de manque de la bio-cinétique,
ce qui rend difficile I’extrapolation des trouvailles in vitro a 1’organisme humain et par
conséquent les chercheurs nécessitent d’établir le lien entre les résultats des différentes

approches méthodologiques afin d’assurer la précision et la fiabilité des résultats.

4.2  Echantillonnage et caractéristiques de propolis

Dans cette section, les données des échantillons utilisées dans les articles sélectionnées
ont été analysees et regroupées de facon homogeéne et informative en tenant compte de leur

origine géographique, saison de collecte, année d’échantillonnage, moyen d’obtention...etc.

4.2.1 Origine géographique des échantillons de propolis

Les résultats d’analyse des articles sélectionnés ont montré que 95% (Figure 9) des
travaux ont testés des échantillons qui proviennent de leur pays de recherche correspondant, ce
qui implique la volonté des chercheurs a valoriser la qualité de la propolis locale et de découvrir
ses propriétés thérapeutiques, surtout avec la grande diversité de cette résine qui est largement

influencé par la végétation disponible.

Origine
geographique
des

échantillons de
propolis

Méme pays de
recherche
MPays étranger

Figure 9. Répartition en pourcentage d'origine géographique des échantillons.

En analysant les pays de recherche, on peut clairement comprendre ’intention des
scientifiques a donner de I’importance a la propolis locale. Les pays de 1I’Amérique latine et
surtout le Brésil disposent de la plus grande diversité biologique au monde, comme le territoire
brésilien est recouvert en grande partie par I’Amazonie, le plus grand bassin forestier de la
planéte. Donc, la richesse de cette biodiversité floristique est directement liée a I’existence de

nombreux types de forét dont les différences de structure et de composition dépendent en

28



Chapitre 3 Résultats et discussion

grande partie des sols et des reliefs. Leur composition peut correspondre a des facies
géographiques caractérisés par la prépondérance de grandes familles botaniques.

La propolis des zones tempérées et surtout celle provenant de I’Europe et des régions non
tropicales de I’ Asie, est trés étudiée et valorisée par les scientifiques du monde entiers. L'intérét
pour l'utilisation de la propolis en pharmacologie ne cesse de croitre parmi les chercheurs
européens, en raison de son efficacité prouvee.

Située entre le monde polaire et le monde tropical, la zone tempérée subit, sur ses marges,
les influences de I'un et de l'autre tant pour le climat que pour les modelés (Saur, 2012). Cette
région est caractérisée par une mosaique complexe de végétation dont la structure et la
proportion relative des espéces varient en relation avec le large gradient climatique. Cependant,
les exsudats des bourgeons de I'espéce Populus sont la principale source de résines pour les
abeilles (Dezmirean et al., 2020). En raison de la différence de végétation dans les régions
tropicales, la composition chimique de la colle d'abeille est tres différente de celle des especes
de Populus (Ristivojevic et al., 2015).

Il faut signaler que la production excédentaire du secteur apicole ne trouve pas de
débouchés suffisants sur le marché et les pertes post récolte demeurent importantes. La faible
valorisation des produits locaux et la concurrence des produits apicoles importés font obstacle
au développement économique. L’ouverture des marchés aux produits de 1’étranger et
I’exportation des produits locaux exigent 1’établissement d’indicateurs de qualité. Ceci permet
a certains produits comme la propolis de se différencier sur les marchés locaux et
internationaux et d’orienter le choix du consommateur.

Concernant le nombre des régions étudiées, on a trouvé que 60% des articles sélectionnés
ont travaillé sur une seule région, ce qui implique que les différences entre les caractéristiques
physicochimiques des échantillons provenant de régions géographiques distinctes ne sont pas
suffisamment exploitées.

La composition de la propolis provenant de sources situées a de courtes distances les
unes des autres dans la méme région, peut différer considérablement en raison de la diversité
des plantes et de la distance limitée de déplacement des abeilles entre le champ de collecte de
la propolis et le lieu de dépbt (Marcucci, 1995).

Sachant que les matériaux disponibles pour la fabrication de la propolis sont des
substances activement secrétées par les plantes, il devient évident que la composition de la
source végétale détermine la composition chimique de la colle d'abeille et par conséquent son

effet pharmacologique. Donc, la négligence de I’importance des études comparatives traitant
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les différents aspects des échantillons de propolis, contribue largement dans I’expansion du

probleme de standardisation dans ce domaine.

4.2.2 Mention de la saison de collecte

Les résultats illustrés dans la figure 10 montre que 70% des articles n’ont pas mentionné
la saison de collecte. Cela est peut-étre lie aux choix des recherches sélectionnées dans notre
travail (biais de sélection), qui n’ont pas focalisé sur 1’influence de saison sur la composition
chimique de propolis. Ou simplement di au manque d’informations fournit par les propriétaires
des ruches étudiées qui n’offrent pas aux chercheurs des calendriers de miellées qui sont plus
ou moins diversifiées selon les saisons de floraison des plantes melliféres existantes.

Mention de
la saison
de collecte

Moui
[INon

Figure 10. Diagramme circulaire du pourcentage de mention de la saison de récolte.

L’absence de ce paramétre peut étre également associer au fait que dans certains pays
comme le Brésil ou le climat tropical est dominant (humidité élevée et température chaude), la
récolte de propolis par les abeilles peut durer toute ’année, donc ce produit est toujours
disponible. Par contre, dans les pays situés dans les zones tempérées de I'némisphere nord, les
conditions climatiques ne permettent aux abeilles de récolter les résines de propolis que
pendant une période précise, allant de la fin du printemps jusqu’au début de lI'automne, par
conséquent, aucune variation saisonniére entre les échantillons n'est attendue (Bankova et al.,
1998).

La propolis est récoltée principalement a la fin de I'été et en automne, notamment en
septembre. Les abeilles continuent d'utiliser la propolis pour cimenter les ruches tout au long
de l'automne, jusqu'a ce que le climat devienne trop froid pour le déplacement des abeilles
butineuses. Cela peut se produire au début de novembre (Meyer et Ulrich, 1956). Donc, la
saison de collecte est un paramétre a ne pas négliger lors des travaux scientifiques portants sur

le profil chimique de la propolis, car elle fournit des données utiles qui permettent I’estimation

30



Chapitre 3 Résultats et discussion

de la qualité et I’age de propolis. Ainsi, elle permet d’évaluer les sources botaniques visitées
par les abeilles en fonction des variations climatiques caractéristiques de chaque saison.

Un nombre limité d'études ont été menees pour évaluer l'effet de saison sur la
composition chimique et les activités biologiques de la propolis (Valencia et al., 2012).
Cependant les résultats de ce genre d’étude se bousculent et se contredisent souvent. Certaines
n'ont pas trouvé de différences significatives liées a I'effet de saison de collecte (Sforcin et al.,
2000, 2002) mais elle peut influencer quantitativement les composés actifs la propolis (Bueno-
Silvaetal., 2017; Simdes-Ambrosio et al., 2010). D’autre part, certains chercheurs ont constaté
d’apres une analyse de la propolis brésilienne collectée mensuellement sur une période d'année,
que les variations climatiques des saisons avaient une influence considérable sur I'activité

antioxydante et le contenu phénolique total (Teixeira et al., 2010).
4.2.3 Mention de I’année d’échantillonnage

Les résultats d’analyse des études incluses dans ce travail systematique, montrent que
50% des articles ont mentionné I'année d'échantillonnage (Figure 11), alors que les articles
représentant la moitié restante ont négligé la date de collecte des échantillons testés. En réalité,
ce parametre peut donner un apercu sur la durée des recherches en faisant le rapport entre
I'année d'échantillonnage et la date de publication des travaux.

Mention de
I'année
d'échantillonn
age

Moui [INon

50%

Figure 11. Diagramme circulaire du pourcentage de mention de 1’année d’échantillonnage

L’observation du rapport entre I’année d’échantillonnage et 1’année de publication nous
a montré que la durée moyenne des travaux réalisés sur I’activité antioxydante de propolis est
comprise entre trois a quatre ans. On a également remarqué que certains projets peuvent duree

jusqu’a neuf ans (Tableau 12).
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Tableau 12. Rapport année d'échantillonnage-année de publication.
Année de publication

2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2013 | 2014 | 2015 | 2017 | 2019 | 2022 | Total

1
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Total 20

La grande différence entre ces deux valeurs dans certains projets, peut donner une idée
sur la possibilité de conserver la propolis pendant une longue période sans I’altération de sa
composition chimique. Dans ce contexte, Conti et son équipe (2015), ont réalisé en 2012 une
analyse chimique sur le méme échantillon de propolis qu’ils ont investigué en 1997 par
chromatographie en phase gazeuse couplé au spectrometre de masse. Ils ont constaté a travers
cette étude qu’apres 15 ans de congélation, aucun changement qualitatif n'a été observé dans
la composition de la propolis et seuls quelques composés chimiques ont montré un pourcentage

faible en comparaison avec les résultats de la premiere analyse.

4.2.4 Nombre d'échantillons

Le nombre d’échantillons dans les articles sélectionnés est compris entre 1 et 24
échantillons (Figure 12). Ces données varient selon le but de chaque article et les besoins des
chercheurs. Cependant, on a remarqué la tendance des chercheurs a travailler avec un seul
échantillon ce qui peut étre expliquer par le fait que la plupart des articles choisis ont concentré
sur la caractérisation chimique d’échantillons provenant d'une seule région ou pour des raisons

de colts et de délai des projets.
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Figure 12. Diagramme en batons du nombre d’échantillons testés par les articles sélectionnés.

Il est trés important d’utiliser une taille correcte pour 1’échantillon. S’il est trop grand,
ca peut créer des codts inutiles et des retards de publications des travaux scientifiques. Quand
un échantillon est trop petit, le chercheur n’obtiendra pas 1’estimation souhaitée et les résultats
deviennent statistiquement non significatifs et aucune conclusion fiable ne peut étre tirée. La
taille de 1’échantillon est généralement fixée selon les objectifs de la recherche et par rapport
au degré de précision exigé par le phénomeéne biologique que I’on veut étudier.

L’analyse du croisement entre 1I’objectif d’étude et le nombre d’échantillon (Tableau 13)
a montré la présence d’une dépendance entre ces deux variable, ot on a observé que les études
comparatives qui ciblent I’effet de la variation de plusieurs facteurs sur la composition
chimique de propolis comme la région géographique, la saison et la méthode de collecte, la
nature du solvant et des techniques d’extractions et les études qui évaluent plusieurs activités

biologiques de la propolis, nécessitent un nombre ¢élevé d’échantillons.
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Tableau 13. Répartition du nombre d’échantillons en fonction de 1’objectif d’étude.
Nombre d’échantillon
112415618 ])11114)119]24] Total

Caracteérisation
chimique et étude de
I’activité antioxydante
de propolis

Effet de la saison et
méthode de récolte sur
I’activité antioxydante

de propolis

Caractérisation
chimique, étude de
I’activité antioxydante
et d’autre activités
biologiques de
propolis
Etude de I’activité
antioxydante et

d’autres activités i1j1jojojr1yo0ofjojojoyjo 3

biologiques de
propolis

Total 7121311111111 1124) 2

Objectif
de
I’étude

4.25 Moyen d’obtention des échantillons

La figure 13 représente le pourcentage des moyens d’obtention des échantillons de
propolis par les articles ciblés dans cette étude. Les résultats montrent que 95% des chercheurs
ont collecté leur échantillon de propolis, alors que 5% ont 1’acheté.

L’échantillonnage est une étape fondamentale dans le domaine de la biologie du fait que
la précision des résultats repose sur la qualité d’échantillon. Les chercheurs préférent collecter
leurs échantillons afin d’englober et controler tous les parametres et les conditions qui peuvent
avoir une influence sur la qualité du produit a tester et de limiter les risques d’altération des
composée bioactifs ou de contamination associée a une mauvaise conservation, surtout dans le
cas des travaux scientifiques réalisés sur la propolis ou la qualité de ce produit exige la
tracabilité des conditions de production.

Les caracteristiques physicochimiques sont influencées par plusieurs paramétres comme
la méthode de collecte, les grilles utilisées par 1’apiculteur, la présence d’impureté, la race
d’abeille, la source botanique et la situation géographique de la ruche (Sforcin et Bankova,
2011).

Certains chercheurs se tournent vers 1’achat des échantillons comme un moyen alternatif,

en cas d’absence de propolis dans la région ou le pays de recherche, ou a des fins comparatives.
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Figure 13. Diagramme circulaire du moyen d’obtention

4.2.6 Mention de I’origine botanique des échantillons de propolis

Outre I'activité pharmacologique de la propolis, un point important dans la recherche sur
les produits apicoles se réfere a la contribution de 1’origine botanique des résines collectées par
les abeilles sur la variation de la composition chimique de ce produit (Salatino et al., 2005).
Un nombre important d'articles traitant la chimie de la propolis ont conclu que sa composition
est trés influencée par la flore locale disponible sur le site de collecte (Bankova, 2005b; Conti
etal., 2015).

D’aprés notre analyse, on a observé que 55% des travaux sélectionnés dans ce travail
n’ont pas mentionné la source végétale des échantillons de propolis (Figure 14). On a
également remarqué que la majorité des études ne tentent pas a investiguer simultanément et
de maniere comparative les profils chimiques des végétaux suspectés et des extraits de propolis.
Par contre, elles se contentent de citer uniqguement le nom des espéces disponibles a proximité
des ruches étudiées. Ceci peut étre expliquer par le fait que Pattribution des échantillons de
propolis a leur source botanique appropriée est une procédure trés difficile, couteuse et qui
demande beaucoup de temps et de mateériel sophistique, surtout dans les terrains qui disposent

d’une variété d’espéces végétales.
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Figure 14. Diagramme circulaire du pourcentage de mention de 1’origine botanique

La connaissance des sources végétales de la propolis n'est pas seulement d'intérét
académique. Elle pourrait étre utilisée comme support pour la standardisation chimique des
types de propolis (Bankova et al., 2000; Popravko, 1978).

Les plantes représentent une source riche en composés naturels bénéfiques, qui peuvent
étre utilisés a de nombreuses fins. Elles fournissent aux insectes une source de nourriture et de
matieres premiéres pour élaborer différents produits naturels, qui peuvent avoir un usage
thérapeutique chez I'homme. Cette affirmation fait principalement référence aux insectes
pollinisateurs comme les abeilles, qui utilisent des matiéres d’origine végétales comme le
nectar, le pollen et les résines pour produire du miel et de la propolis. Les résines végétales, en
particulier, renferment une large gamme de métabolites secondaires dont la fonction principale
est de protéger les plantes contre différents agents pathogénes (Dezmirean et al., 2020) et par
conséquent, La composition de la source végétale détermine la composition chimique des
produits de la ruche dont la propolis (Vardar-Unlii et al., 2008).

On distingue trois grandes catégories de propolis : celle des zones tempérées, des zones
tropicales et subtropicales. Les premieres études portant sur 1’analyse chimique de la propolis
sont apparues dans les années 70, dans lesquelles, les deux chercheurs Lavie (1975) en France
et Popravko (1976) en Russie ont analysé la composition en flavonoide de la propolis et I'ont
comparée aux exsudats de bourgeons de peuplier et de bouleau (Bankova et al., 2000).
Plusieurs publications ont confirmé les résultats de ces chercheurs et maintenant il est
chimiquement demontré que dans les zones tempérées (Europe, Amérique du nord et les
régions non tropicales de 1’Asie), les exsudats des especes de Populus et leurs hybrides sont la

principale source de propolis (Salatino et al., 2005). D'autres sources importantes de propolis
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européenne sont Pinus sp., Fraxinus sp., Betula veruucosa (Russie), Betula pendula, ... etc
(Dezmirean et al., 2020).

Dans les régions tropicales (Brésil, Cuba, Venezuela...) et subtropicales (Australie,
Afrique du Nord...), il n’y a pas de peupliers et les abeilles récoltent la propolis d’autres
sources végétales, ¢’est pour cette raison que la propolis provenant de ces régions posséde un
aspect, une composition chimique et des propriétés pharmacologiques différentes. Les
principales sources de propolis brésilienne sont Baccharis dracunculifolia, Dalbergia
ecastophyllum, Araucaria angustifolia et Eucalyptus citriodora. Les propolis du Venezuela et
de Cuba sont caractérisées par les espéces Clusia, tandis que la propolis rouge mexicaine est
attribuée au genre Albergia (Moise et Bobis, 2020). L'un des types de propolis subtropicaux
les plus importants s'est avéré étre la propolis dite méditerranéenne qui est souvent issue du
genre Cupressus (Bankova et al., 2006).

La Propolis la plus souvent étudiée est la propolis verte brésilienne issue de Baccharis
dracunculifolia, la propolis rouge provenant de Dalbergia ecastophyllum et la propolis
européenne provenant essentiellement de peuplier (Cardinault et al., 2012).

Il est important de signaler que ce domaine a connait quelques tentatives d'identification
des sources botaniques de la propolis, au moyen de I'analyse du pollen. Selon Bankova et ses
collaborateurs (2006), cette approche fournit souvent des résultats erronés. Avec cette analyse,
il est impossible de savoir avec certitude si la présence d'un pollen spécifique est le résultat
d'une visite ciblant a collecter la résine ou simplement qu’il s’agit d’une contamination par
d’autre matériaux obtenu par les abeilles (Salatino et al., 2005). L'analyse du pollen peut étre
utilisée pour l'identification de I'origine géographique, mais pas de la source végétale des

résines de la propolis.

4.2.7 Mention de I’espéce d’abeille

L’analyse des articles sélectionnés a montré que 60% des études n’ont pas mentionné
I’espéce d’abeille (Figure 15) malgré que la plupart des échantillons testés ont été collectés.
Ceci est peut-étre lie a la nature des objectifs cibleés par les recherches sélectionnées dans cette

revue, ou en raison de manque d’informations fournit par les apiculteurs sur les ruchers.
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Figure 15. Diagramme circulaire du pourcentage de mention de I'espéce d'abeille

Il est bien connu que la propolis est essentiellement utilisée par les abeilles a des fins
hygiéniques contre les agressions des pathogenes et pour prévenir les infections bactériennes
et fongiques. La connaissance des races d’abeilles qui fabriquent la propolis a une grande utilité
pour la recherche, du fait que les abeilles effectuent le « screening » préliminaire des résines
qui leur permet de connaitre les sources végeétales qui possedent des propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes élevées. Les chercheurs n'ont plus qu'a suivre et observer le
comportement des abeilles pour identifier les sources régulierement visitées par les butineuses
et étudier en détail leur bioactivité et leurs principes actifs (Bankova et al., 2006).

On note que la récolte de cette résine est sous I’influence de plusieurs facteurs. Les
abeilles récoltent la propolis soit au début de printemps, soit a la fin de la miellée ou a
I’approche de 1’automne, au moment ou la colonie commence les préparatifs pour I’hivernage
en réponse aux conditions environnementales défavorables pour les abeilles. D’autre part, les
ruche des régions boisées favorisent la fabrication de propolis. De plus, la race d’abeille exerce
une influence sur ce critere.

Il existe aujourd'hui une multitude de races d'abeilles domestiques destinées a 1’élevage,
certaines pures et d'autres issues de croisements. Les abeilles domestiques Apis mellifera sont
les plus connu et les plus étudiées. L’adaptation de ces espéces aux conditions écologiques a
donné lieu a des races d'écotypes locaux. Les races communes comprennent les abeilles
caucasiennes (A. mellifera caucasica), les abeilles carnioliennes (A. mellifera carnica), les
abeilles italiennes (A. mellifera ligustica), les abeilles anatoliennes (A. mellifera anatoliaca),
les abeilles noires allemandes (A. mellifera mellifera) et les abeilles africanisées (A. mellifera

scutellata).
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Les abeilles qui fabriquent en générale d’avantage sont les abeilles grises ou également
appelées abeilles noires Apis mellifera et certaines autres races d’Asie. Les abeilles
caucasiennes (A. mellifera cucasica) utilisent de grandes quantités de propolis, rendant la
modification des ruches commerciales difficile. La race carnolienne (A. mellifera carnica)
utilise des quantités minimales de propolis et est donc largement utilisée dans I'apiculture
commerciale (Mountford-McAuley et al., 2021; Silici et Kutluca, 2005).

Il est important de signaler que la composition chimique de propolis ce défere d’une
espéce a une autre a cause des sécrétions mandibulaires des abeilles récolteuses, et des
substances ajoutées, par exemple la propolis des abeilles méliponines des régions tropicales
(abeilles sans dard) se distingue de celle d’Apis mellifera par 1’ajout de 1'argile ou de la boue,

ce type est connu sous le nom de géopropolis (Bogdanov, 2016).

4.2.8 Couleur des propolis étudiées

Les résultats d’analyse des articles sélectionnés, ont montré que 65% (Figure 16) des
études n’ont pas mentionne la couleur de leurs échantillons de propolis, ceci peut s’expliquer
par I’utilisation d’un mélange d’échantillons différents. En revanche, 35% des études ont
indiqué la couleur de cette résine, dont la propolis verte brésilienne a été investigué dans 5%
des études, alors que I’exploitation de la propolis rouge, brune (issu du peuplier), ainsi que les
travaux qui ont focalisé sur la comparaison de propolis ayant différentes couleurs (brune, rouge
et verte) ont été répartis de maniere homogéne (10%). Ces résultats sont influencés par le biais

de sélection et représentent uniquement les études incluses dans ce travail systématique.
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Figure 16. Diagramme en batons représentatif des couleurs de propolis étudiées
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Les échantillons de propolis peuvent étre classes en fonction de leurs propriétés physico-
chimiques (couleur, texture et composition chimique) (Duru, 2021). La couleur de la propolis
varie du jaune, vert, rouge au brun foncé (Cardinault et al., 2012; Ghisalberti, 1979) jusqu’au
noir (Duru, 2021).

La présence de plusieurs couleurs de propolis est souvent associée a I’influence de la
flore locale autour la ruche, qui varie en fonction de la zone géographique et la saison. Cette
information fournit un appui scientifique sur la possibilité d’employer la couleur de propolis
comme critere dans la future standardisation des différents types de propolis (Duru, 2021).
Dans une étude réalisée par Papachristoforou et son équipe (2019), les échantillons de propolis
collectés dans différentes régions de Samothraki en Gréce, ont présenté une variation de
couleur remarquable (Figure 17) allant du jaune clair, a toutes les nuances de brun, des

mélanges de brun et de rouge jusqu'au brun foncé/noir.

F

Figure 17. Variation de la couleur de Propolis provenant de différentes régions géographiques.
A) propolis rouge, B,C) propolis brune, D) propolis brune-rouge, E) propolis jaune, F) propolis
noir (Papachristoforou et al., 2019).

La couleur est également influencée par les préférences des abeilles envers des plantes
ou des matieres vegetales particulieres (Duru, 2021), I’espéce et 1’age de la plante utilisée par
I’abeille (Ghedira et al., 2009) et I’espéce d’abeille (Cardinault et al., 2012; Ghisalberti, 1979).

Ali et ses collaborateurs (2012), trouvent que les flavonoides et les composes
polyphénoliques qui forment environ 45 a 50 % de la composition de propolis en géenéral,
exercent une influence sur I’intensité de la couleur de propolis. La présence des anthocyanines
dans les plantes joue un réle dans I’attraction des insectes pollinisateurs qui est bien connue
comme 1’une des principales fonctions des flavonoides (Samanta et al., 2011).

Dans ce contexte, les résultats de Revilla et ses collaborateurs (2017) ont montré la

présence d’une corrélation entre la couleur, la teneur en composés phenoliques et I'activité
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antioxydante de la propolis. Plus la propolis tend vers le jaune et les couleurs péles, plus le
contenu phénolique et I'activité antioxydante sont faibles.

Différents types de propolis sont disponibles dans le monde entier, les plus étudiés sont
la propolis verte brésilienne dérivée de Baccharis dracunculifolia, la propolis brésilienne rouge
issue de Dalbergia ecastophyllum, la propolis européenne brune issue principalement de
Populus nigra L. et la propolis rouge cubaine et vénézuélienne qui provient de Clusia spp.
(Moise et Bobis, 2020).

4.2.9 Aspect des échantillons de propolis testés

Les résultats d’analyse des articles sélectionnés, ont révélé que 65% des échantillons
utilisés avaient une consistance rigide (Figure 18). Alors que 5% des études ont travaillé avec
une propolis collante. La propolis est une matiere qui possede généralement une texture semi-
solide ou résineuse. Le changement de 1’état de cette colle est influencé par les conditions de
récolte comme la température.

La propolis est plus ou moins solide a température ambiante, cependant sa récupération
est difficile, ¢’est pour cette raison que les apiculteurs préferent de mettre les grilles retirées au
congélateur pour durcir la propolis et faciliter son détachement (Krell et Nations, 1996). La
texture de la propolis est également influencée par la quantité de la cire d’abeille introduite,

qui augmente sa viscosité. Généralement la propolis contient 30% de cire (Ali et al., 2012).
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Figure 18. Diagramme en batons représentatif de I’aspect des échantillons de propolis testés
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4.3  Extraction et traitement des extraits de propolis
4.3.1 Préparation des échantillons de propolis avant extraction

Toutes les étapes qui précédent ou suivent I'extraction doivent étre maitriser afin
d’obtenir un produit final de qualité optimale. Le choix de tous traitement pré-extraction
dépend de I’objectif d’¢étude, de 1’aspect et la texture d’échantillon et de la sensibilité des
molécules d’intérét. Les différents procédés de préparation des échantillons comme le broyage,
le séchage, les conditions de stockage... ont un effet significatif sur les constituants
phytochimiques (Azwanida, 2015).

L’analyse des articles sélectionnés a montré que 75% des échantillons de propolis n'ont
pas été¢ directement extrait aprés leur récolte. Le croisement entre 1’aspect de propolis et la
réalisation d’un traitement avant extraction (Tableau 14) a montré que la consistance collante
et parfois semi-solide de ce produit rend nécessaire le passage par des étapes de transformation
afin de faciliter son extraction.

Tableau 14. Croisement entre l'aspect de propolis et la réalisation d'un traitement avant
I'extraction.

Aspect physique de 1I’échantillon
Solide Collant Non identifié | Total
Réalisation d’un traitement Oui 12 1 2 15
avant |’extraction Non 1 0 4 5
Total 13 1 6 20

Avant D’extraction, la propolis est généralement maintenue au congélateur ou a
température ambiante, a I’abri de la lumiére, de 1’humidité et de la chaleur (Boisard, 2014;
Bouaroura, 2020).

Selon les études incluses dans ce travail, 75% (Figure 19) des chercheurs ont effectué le
broyage de propolis, dont le but est de réduire la taille d’échantillon pour augmenter la surface
spécifique et faciliter la diffusion du solvant au sein de la matiére solide. Trente pourcents des
¢tudes ont congelé les échantillons de propolis avant d’effectuer un broyage. Selon Azwanida
(2015), la congélation permet de durcir et fragiliser la propolis ce qui facilite son broyage et
permet une meilleure conservation des biomolécules actives thermosensibles. D’autre part,
25% des études ont effectué un broyage classique de la propolis sans avoir la congelé, 10% ont
la fragmenté a I’aide d’un couteau et 5% ont utilisé le cryobroyage sous nitrogéne liquides (-

196°C).
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Figure 19. Diagramme en batons des procédures de préparation des échantillons.

La propolis est un réservoir de nombreuses substances actives. Pour obtenir une qualité
optimale des constituants actifs de cette résine, il faut la conserver et la protéger tout au long
de la chaine de transformation. Les résultats d’ Arruda et ses collaborateurs (2020), sur 1’effet
de la lumiere, I’oxygene et la température sur la stabilité de D’artepillin C et 1’acide para-
coumarique isolés a partir de la propolis verte brésilienne, ont montré que les conditions de
stockage influencent significativement le contenu en molécules bioactives. Aprés 30 jours
d'exposition a la lumiére et a une température élevée (40°C), environ 15 % du contenu en acide
p-coumarique s'est dégradé. Apres sept jours d'exposition a la lumiere 22,5 % de la teneur en
artepilline C a subi une dégradation et aprés 14, 21 et 30 jours, elle a atteint 52,9, 54,9 et 86,5
%, respectivement. De la méme maniere, la présence de lumiére a 40°C a provoqué la
dégradation de 98.1 % de I’artepillin C aprés 30 jours.

Il est important de signaler que le broyage peut entrainer dans certains cas une élévation
de la température allant jusqu’a 60°C, ce qui peut provoquer I’altération des éléments
thermolabiles. Le cryobroyage est une technique récente qui utilise le plus souvent de 1’azote
liquide, une molécule inerte chimiquement, afin de diminuer les risques d’échauffement et
d’oxydation des particules généralement rencontré avec le broyage classique. Il permet

¢galement une bonne homogénéisation de 1’échantillon qui devient une poudre fine qui ne
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s’agglomeére pas avec un rendement élevé et une conservation des principes actifs surtout les

molécules volatiles (Létard et al., 2015).

4.3.2 Extraction de propolis

L'extraction est une procédure qui cible a separer par solubilisation les éléments actifs
d’un matériel végétal a 1'aide de solvants sélectifs (Azwanida, 2015).

Le traitement des articles sélectionnés a montré que toutes les études (100%) ont réalisé
I’extraction de propolis. La nature résineuse de ce produit a 1’état brute rend nécessaire le

passage par cette étape afin d’éliminer les cires et faciliter son analyse chimique (Bankova et

al., 2019).

4.3.2.1 Techniques d’extraction

Les résultats d’analyse des articles sélectionnés ont montré que 90% des chercheurs ont
utilisé une seule technique d’extraction, alors que 10% des études ont utilisé deux techniques
afin de comparer le contenu et I’activité antioxydante des extraits obtenus.

L’observation des études ciblées dans ce travail a montré I’emploi de plusieurs
techniques d’extraction conventionnelles comme la macération et nouvelles comme
I’extraction avec des fluides supercritiques. La figure 20 représente les techniques d’extraction
utilisées par les articles sélectionnés. Selon les résultats illustrés dans cette figure, la méthode
la plus utilisée pour I'extraction des composeés bioactifs de la propolis est la macération (80%).
En effet cette technique conventionnelle a été suggérée par plusieurs chercheurs comme une
méthode plus applicable, pratiqgue et moins colteuse par rapport a d’autres techniques
(Bankova et al., 2021; Oroian, 2020; Vongsak et al., 2013). Cependant, les déchets organiques
posent 1’un des problémes rencontrés lors de I’emploi de cette technique car un grand volume
de solvant est utilisé et une gestion adéquate des déchets est nécessaire (Azwanida, 2015). Vint
pourcents des chercheurs qui ont utilisé cette technique ont la réalisé a chaud (70°C). Cette
opération a I’avantage d’étre plus rapide que la macération a température ambiante (25°C). La
température 70°C a été avérée d’étre la température optimale pour un temps d'extraction court
et un rendement élevé de constituants actifs (Bankova et al., 2021).

On a également remarqué I’emploie d’autres techniques comme 1’extraction a chaud en
continu par 1’extracteur de Soxhlet (10%). Cette méthode présente de nombreux avantages par
rapport a la macération en terme d’utilisation de faible quantité et de la possibilité de recyclage
du solvant, elle raccourci le temps d’extraction et augmente le rendement (Bankova et al., 2021,

Cunha et al., 2004). Cependant, elle doit étre utilisée avec prudence car I'exposition prolongée
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de la propolis a des températures élevées pourrait étre nocive pour ses composés thermolabiles

et peut augmenter la solubilité des substances cireuses (Bankova et al., 2021).
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Figure 20. Diagramme en batons des techniques d'extraction employées.

Certains travaux sélectionnés ont utilisé 1’extraction assisté par les ultrasons, ¢également
appelée la sonication en association a la macération. Elle est considérée comme un procédé
vert qui utilise des protocoles permettant I’augmentation du rendement en réduisant I’impact
lourd des déchets générés sur I’écosysteme. Son efficacité a été prouvée dans l'extraction de
différents composés antioxydants grace au rendement élevé par rapport aux méthodes
conventionnelles. Elle économise du temps et de I'énergie et fournit une bonne sélectivité des
composés ciblés (Oroian, 2020). En effet, les cavitations générées par les ultrasons créent des
conditions a forte densité d'énergie de pression et de température élevées ce qui permet
I’augmentation de la surface de contact entre les solvants et les échantillons de propolis
(Azwanida, 2015).

Dans les produits pharmacologiques commercialisés, la propolis est ajoutée sous forme
d'extraits, qui sont souvent obtenus par extraction du produit broyé a 1’aide d’un solvant
organique ou dans l'eau. En raison des réglementations environnementales plus strictes,
I'extraction par les fluides supercritiques a connu une forte croissance ces derniéres années en
tant qu'alternative aux procédés conventionnels d'extraction végetale (Galeotti et al., 2018).

C’est une biotechnigue non polluante qui permet, des extractions sélectives sans dénaturation
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des molécules thermosensibles grace aux conditions de température modérées. Ainsi, le produit
obtenu ne contient pas de résidus de solvant, ce qui représente un avantage réglementaire
important.

Le dioxyde de carbone (CO>) est le fluide supercritique le plus employé grace a son
avantage qui réside dans ses propriétés physico-chimiques (inodore, non-toxique et non
inflammable). L'inconvénient majeur de cette méthode est le codt initial de I'équipement qui
est tres éleve (Naude et al., 1998). De plus, le CO2 possede une faible solubilité pour les
composés polaires comme les phénols qui sont largement attribués au potentiel antioxydant de
la propolis. Cependant, il peut étre utiliser comme un excellent solvant extracteur de composes
non polaires (Azwanida, 2015).

Dantas et ses collaborateurs (2017) ont évalué I’activité antioxydante de différents
¢chantillons de propolis brésilienne issus de deux techniques d’extraction. Les résultats de leur
étude ont montré que les extraits éthanoliques obtenus par macération avaient une activité
antioxydante supérieure a celle des extraits supercritiques malgré 1’addition de 1’éthanol
comme un co-solvent, ces résultats impliquent que la macération a permis d'obtenir de plus
grandes quantités de polyphénols et de flavonoides et par conséquent, une capacité

antioxydante plus élevée.

4.3.2.2 Solvants d’extraction

L’analyse des articles sélectionnés a montré que 1’éthanol (Figure 21) est le solvant
d’extraction le plus utilisé (50%) en raison de sa polarité et non toxicité. De plus, il présente
une grande efficacité qui a été prouvée sur I'extraction des polyphénols de la propolis (Oroian
et al., 2020).

L'un des facteurs qui affecte le rendement et la composition des extraits éthanoliques et
hydro-éthanoliques de la propolis est la concentration d'éthanol utilisée (Sawaya et al., 2011).
Ce solvent est utilisé a différents pourcentages. Nos résultats ont montré que les solvants hydro-
éthanoliques (éthanol a 70 et 80%) sont les plus employes (33,3%). L’influence de pourcentage
d’éthanol sur I’extraction a été étudiée par plusieurs chercheurs, la concentration optimale
d’éthanol est comprise entre 70 a 95%, le plus souvent de 70 & 80% (Bankova et al.,2021). Les
résultats de 1’étude de Cunha et ses collaborateurs (2004), sur I’influence de plusieurs facteurs
sur le rendement et la teneur de propolis en composes phénoliques, ont indiqué que le
rendement le plus élevé des extraits de propolis a été obtenus par macération, en utilisant de

I'éthanol & 70% ou plus comme solvant.
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Figure 21. Diagramme en baton des solvants d'extraction utilisés.

D’autres solvants ont été utilisé dans 1’extraction comme 1’eau (5%), la propolis est peu
soluble dans ce solvant, par contre elle est partiellement soluble dans I'acétone, I'ammoniaque,
le benzene, le chloroforme, 1’éther, ...etc. Un mélange adéquat de différents solvants permet
de dissoudre la quasi-totalité de ses composants (Krell, 1996).

Les extraits hydro-éthanoliques de propolis sont les plus étudiés dans la recherche sur la
propolis (Mello et al., 2010; Segueni et al., 2017). L’addition d'éthanol dans les milieux
d’extraction aqueux augmente la solubilité de certains composés phénoliques, tandis que I'eau
facilite le mouillage de la matrice solide (Jovanovi¢ et al., 2021). Selon Mello et ses
collaborateurs (2010), I’utilisation des solvants hydro-éthanoliques est plus efficace pour
extraire les composés phénoliques et fournit des extraits avec une activité antioxydante plus
élevee que les extraits aqueux.

Cependant, les extraits aqueux de propolis et leurs principaux constituants y compris les
acides caféoylquiniques ont également démontré des effets antioxydants importants. Les
constituants des extraits aqueux de propolis sont principalement regroupés en deux classes, a
savoir les dérivés de l'acide caféoylquinique et les derives de I'acide cinnamique. Les deux
classes ont démontré qu'elles exercaient une variété d'actions biologiques, telles que des
propriétés antimicrobiennes, antitumorales, antioxydantes, inductrices d'apoptose et

immunomodulatrices (Moura et al., 2011).
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Ces résultats contradictoires impliquent que le choix de solvant d’extraction peut affecter
la composition phénolique et les propriétés antioxydantes de I'extrait de propolis (Sun et al.,
2015).

A travers cette analyse, nous avons également observé un faible usage des solvants
apolaires, sachant que la propolis est un produit riche en composés aromatiques de nature
apolaire comme les huiles essenticlles qui sont douées d’un fort pouvoir antioxydant.
Ghisalberti (1979), a insisté dans son étude sur I’exploration des fractions apolaires de propolis,
du fait que les composés isolés a partir des fractions solubles dans les solvants polaires ne
représentent qu’une faible proportion de la composition totale de la propolis. La grande partie
de la propolis qui n'est pas facilement soluble dans I'eau ou les solvants organiques polaires est
susceptible d'étre constituée de composés hautement bioactifs.

L’analyse des données collectées a partir des articles sélectionnés par le test de Khi-deux
a montré la dépendance statistique entre le type du solvant et la technique d’extraction utilisée
du fait que le degré de signification (sig = 0.003) est inférieur au seuil de risque (oo = 0.05).
L’observation de la répartition des solvants en fonction de la technique d’extraction a I’aide
d’un croisement sur SPSS, nous a permis de confirmer la présence de cette relation. On a
remarqué que les solvants hydro-éthanoliques (éthanol 60, 70 et 80%) sont les plus utilisés
pour réaliser la macération, I’eau est réservée pour la décoction, tandis que I’extraction par
Soxhlet est souvent réalisée par des solvants de polarité croissante. Ce croisement nous a
permis d’observer I’absence de 1’utilisation des additifs d’extraction qui facilitent la

solubilisation des matiéres cireuses.

4.3.3 Concentration et séchage des extraits

Les résultats d’analyse des articles sélectionnés ont montré que 60% des chercheurs ont
effectué la concentration des extraits aprés I’extraction. C’est une étape qui permet
I’élimination totale ou partielle du solvant d’extraction afin d’obtenir des extraits charges et
concentrés en molécules bioactives. Cette étape est egalement importante pour la conservation,
la stabilisation et la préparation des extraits aux analyses chimiques (Broeckx et al., 2016).

L’introduction de la propolis dans les préparations alimentaires et pharmacologiques
destinées aux consommateurs nécessite ¢galement la réduction et 1’¢limination des solvants
d’extraction, en particulier les solvants organiques, comme 1’éthanol qui est largement utilisé
pour I’extraction de propolis. Ce solvant présente certains inconvénients tels que sa forte saveur
résiduelle et I'intolérance a I'alcool chez certaines personnes (Konishi et al., 2004; Mello et al.,
2010).
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Selon les articles ciblés dans cette étude, la concentration (Figure 22) est généralement
réalisée par deux méthodes : soit a 1’aide d’un évaporateurs rotatif (83,33), soit a I'étuve (8.33).
L'évaporateur rotatif est le plus utilisé car la force produite par la rotation supprime le point
d'ébullition d'échantillon ce qui permet I'évaporation rapide d'un solvant a une température
relativement basse et diminue le risque de perdre les composés bioactifs thermolabiles (Craig
et al., 1950).

Méthode de concentration des extraits
Evaporateur

I:lrotatif

MEtuve
Evaporateur

rotatif et
etuve

Figure 22. Diagramme circulaire des méthodes de concentration utilisées.

On a également remarque que 15% des travaux sélectionnés ont employeé la lyophilisation
comme procédure complémentaire apres passage au rotavapeur pour éliminer les résidus de
solvants (Figure 23). Elle permet le séchage proprement dit des extraits de propolis. Cette
technique présente plusieurs avantages comme : I’élimination du solvant sans chauffage
excessif, opération stérile ce qui minimise le risque de contamination, la possibilité de
conserver 1’échantillon a longue durée, elle permet aussi de conserver la plupart des composés
phytochimiques et donne un niveau plus élevé de teneur en phénols par rapport aux autres
techniques. Cependant, la lyophilisation est une méthode de séchage complexe et colteuse, son
utilisation reste limiter a certains matériaux biologiques délicats et thermosensibles (Azwanida,
2015; Jadhav et Moon, 2015), ce qui explique son utilisation restreinte par rapport aux autres

méthodes.
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Figure 23. Diagramme circulaire du pourcentage d'utilisation de la lyophilisation.

4.3.4 Conservation des extraits

L’examination des articles sélectionnés a montré que 40% des études ont réalise la
conservation des extraits avant d’évaluer ’activité antioxydante. Généralement apres la
concentration des extraits ou I’obtention du lyophilisat, ces derniers sont conservés a basse

température (Figure 24) 4°C, 8°C, le plus souvent a -20 °C (75%), a I’abri de la lumiére.

Température
de
conservation
des extraits

O-20°c
(aec
Msc

Figure 24. Diagramme circulaire des températures de conservation des extraits.

4.3.5 Fractionnement des extraits

Le procédé général de caractérisation de nouveaux principes bioactifs issus de matrices
complexes comme la propolis, se compose de trois étapes principales, qui sont I'extraction, le
fractionnement et l'identification des composes d'intérét, le tout guidé par des analyses
phytochimiques et des tests biologiques (Hostettmann et Wolfender, 2000).

Le fractionnement est une étape visant a réduire la complexité des extraits bruts par

séparation des molécules actives en fonction de leurs propriétés physico-chimiques, ce qui
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facilite 1’étape d’identification. L’examination des articles ciblés dans ce travail nous a montré
que 85% des études ont ciblé 1’investigation des profils chimiques de propolis et ses propriétés
antioxydantes dans les extraits bruts, alors que seulement 15% (Figure 25) des études ont été
intéressé par I’exploitation des fractions isolées.

On a remarqué que les chercheurs qui ont réalisé 1’étape de fractionnement Se
contentaient d’un simple fractionnement par des solvants de gradient de polarité croissante
comme le chloroforme, 1’acétate d’éthyle, le n-butanol (Yang et al., 2011), I’hexane et I’ecau
(Bonamigo et al., 2017; Bonamigo et al., 2017) dont le but est d’isoler des principes actifs de

polarité variable.

Fractionnement

Moui
CNon

Figure 25. Diagramme circulaire du pourcentage de réalisation du fractionnement.

4.4  Techniques d’analyse et de caractérisation
4.4.1 Analyse spectrophotométrique des extraits de propolis

Les résultats prometteurs des recherches scientifiques sur la propolis ont créé un
environnement de confiance pour les produits de la ruche. L’utilisation croissante des
préparations a base de propolis dans le domaine médical necessite le développement de
techniques d’analyses pertinentes permettant la détermination quantitative des constituants
bioactifs.

Les dosages spectrophotométriques connus pour leur simplicité et rapidité a mettre en
ceuvre, sont spécialement adaptés pour le contrdle de routine de la propolis. De plus, ils offrent
une bonne répétabilité et présentent une précision acceptable. 1ls concernent les polyphénols
totaux, les flavonoides totaux et dans certaines études les deux classes de flavonoides suivantes

- les flavones/ flavonols et les flavanones/ dihydroflavonols (Popova et al., 2004).
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4.4.1.1 Classe des molécules dosées

L’analyse des études sélectionnées a montré que 80% des articles ont effectué le dosage
des classes chimiques des constituants de propolis. Alors que 20% des articles se contentaient
de I’étude de I’activité antioxydante de propolis sans établir le lien avec sa composition
chimique. Les résultats d’analyse obtenus montrent que le dosage moléculaire, en particulier
celui des composés phénoliques, est une pratigue commune qui précede tout travail
d’identification moléculaire et qui oriente chaque étude vers la quantification et 1’estimation
de la richesse des extraits de propolis en ces composés actifs connus pour leur potentiel
antioxydant.

On peut clairement voir la tendance des chercheurs vers la valorisation de cette classe
chimique, malgré la richesse de propolis en d’autre composés doués d’activité antioxydante.
Ceci est peut-étre associé a I’influence des recherches scientifiques dans le domaine de
phytothérapie qui attribuent généralement les propriétés antioxydantes des végetaux a leur
teneur en flavonoides. Dans le présent travail, 12 études ont réalisé a la fois la quantification
des phénols et des flavonoides totaux en raison d’étre 1’un des principaux constituants
pharmacologiquement actifs de la propolis alors que 4 études ont établi le dosage des phénols
totaux seulement (Figure 26).

Nature des molécules dosées
Phénols

.totaux
Phénols et

[Iflavonoides
totaux

Figure 26. Diagramme en batons représentant la classe des molécules dosées.

Bien que la propolis soit un mélange complexe qui contient une variété de composés
chimiques, ses activités biologiques sont rapportees en raison de la présence des composés
phenoliques en fortes concentrations, considérés comme une empreinte pour chaque type de
propolis et un élément clé pour évaluer sa qualité. C’est pour cette raison que la teneur des

extraits en ces composés est devenue un des éléments analytiques qui guident les chercheurs
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dans la conduite d’un bon contréle de la propolis afin de faire le lien entre sa composition
chimique et son effet thérapeutique.

Certains parametres chimiques, tels que le dosage des composés phénoliques totaux et
des flavonoides, fournissent des données précieuses pour la caractérisation générale des
échantillons de propolis vu que les substances phénoliques totales varient largement entre les
types de propolis et méme entre des échantillons d'un méme type (Righi et al., 2011). Il était
donc raisonnable de déterminer leur quantité totale dans les extraits de plantes ou de propolis
sélectionnés afin d’avoir une idée sur I’activité antioxydante totale de I’échantillon en question.

Selon Popova et ses collaborateurs (2004), 1I’approche la plus correcte et efficace pour la
caractérisation et la standardisation des préparations de propolis nécessite une quantification
globale des classes de composeés actifs en groupes ayant une structure chimique identique ou
proche. Elle fournit ainsi plus d’informations que la quantification individuelle de composeés et
corrélait mieux avec les activités pharmacologiques observées.

Les composés phénoligues sont des métabolites secondaires largement répandus dans le
regne végétal. Ils partagent la méme structure générale composée d’un noyau hydroxyle
aromatique et existent au nombre approximatif de 8000 dans la nature. Ils présentent une large
gamme de structures et sont responsables des principales caractéristiques organoleptiques des
aliments et boissons d'origine végétale, notamment la couleur et le godt (Tapas et al., 2008).
Jusqu'a présent, les composés phénoliques des plantes constituent I'un des principaux groupes
de métabolites agissant comme des antioxydants primaires impliqués dans le piégeage des
radicaux libres. L'intérét récent pour ces composés provient de leur role protecteur potentiel,
par l'ingestion de fruits et légumes, contre les maladies liées au stress oxydatif (maladies
coronariennes, accidents vasculaires cérébraux et cancers) (Gulgin et al., 2010).

La classe phénolique la plus divers et la plus ubiquitaire est représentée par les
flavonoides, avec plus de 5000 composés (Spulber et al., 2017). Les flavonoides sont des
pigments végétaux synthétisés a partir de la phénylalanine qui sont a 1’origine des couleurs
merveilleuses connues des pétales de fleurs, émettent surtout une fluorescence brillante
lorsqu'ils sont excites par les rayonnements ultraviolets (UV) et sont omniprésents dans les
végétaux (Havsteen, 2002). Ces produits naturels sont désormais considérés comme des
composants indispensables dans une variété d'applications nutraceutiques, pharmaceutiques,
médicinales et cosmetiques grace a leurs diverses propriétés thérapeutiques antioxydantes,
anti-inflammatoires, antimutagenes et anticancérigenes, ainsi que leur capacité a moduler les

fonctions enzymatiques cellulaires clés (Panche et al., 2016).
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4.4.1.2 Meéthode de dosage des phénols et flavonoides totaux

D’apres ’analyse des études ciblées, 1a méthode la plus utilisée pour la détermination du
taux des phénols totaux est celle de Folin-Ciocalteu avec un pourcentage de 100%. Alors que
83.3% des études ont opté pour la méthode du chlorure d’aluminium (AICI3) pour le dosage
des flavonoides totaux et 16.7% des travaux avec un effectif de deux études seulement, ont
préféré d’utiliser la méthode du 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNP) comme technique
complémentaire avec le AICI3 (Tableau 15).

Tableau 15. Quelques caractéristiques statistiques des techniques de dosage des phénols et
flavonoides totaux.

Technique de dosage

Description des techniques Folin-Ciocalteu Chlorure d’aluminium
Fréquence d’utilisation 16 10
Pourcentage d’utilisation 100% 83.3%
Nombre de standard 1 1
Le standard le plus utilisé Acide gallique Quercétine

Un certain nombre de méthodes spectrophotométriques ont été mises au point pour la
quantification des composés phénoliques des végétaux. Ces essais sont basés sur des principes
différents et sont utilisés pour déterminer les différents groupes structurels présents dans les
composés phénoliques. Jusqu’a présent I'essai de Folin-Ciocalteu est largement utilise par les
chercheurs pour déterminer le taux des phénols totaux, non seulement pour les échantillons de
propolis mais il couvre I’analyse d’un large éventail de matériel biologique du régne végétal,
particulierement pour sa simplicité, sa sensibilité et son faible cout. En plus, il fournit des
informations qualitatives et quantitatives trés utiles malgré son inconvénient qui réside dans le
fait que la majorité des tests spectrophotométriques ne donnent qu'une estimation des composés
phenoliques totaux, ne sont pas utilisés pour la séparation et ne donnent pas de mesure
quantitative des composés individuels, ce qui nécessite le passage par d’autres techniques
d’analyse chimique (Ignat et al., 2011).

D’autre part, cette technique n'est pas strictement spécifique des polyphénols. En effet,
le réactif de Folin-Ciocalteu évalue la capacité réductrice totale de 1’échantillon, et pas
seulement celle des polyphénols. Il peut réagir également avec des protéines et composés
amineés, des sucres réducteurs ou encore l'acide ascorbique. Il est donc essentiel de savoir
globalement quelles sont les classes de molécules présentes dans I’échantillon a analyser pour

une bonne estimation des phénols totaux par cette méthode (Singleton et al., 1999).
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Brievement, le principe de la méthode de Folin-Ciocalteu repose sur 1’oxydation de
I’ensemble des composes phénoliques contenu dans 1’échantillon a tester par le réactif de Folin.
Ce dernier est constitué par un mélange d'acides (phosphotungstique et phosphomolybdique)
qui sont réduit en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne dans le cas de présence
de composés phénoliques. La coloration bleue produite est proportionnelle a la concentration
de phénols et posséde une absorption aux environs de 765 nm (Ojeil et al., 2010; Singleton et
Rossi, 1965; Waterhouse, 2002).

Selon notre analyse la droite d’étalonnage est généralement réalisée avec un standard
comme 1’acide gallique car il est rapidement oxydé en milieu basique (Gulgin et al., 2010 ;
Moreira et al., 2008 ; Yang et al., 2011). Mais peut également 1’étre avec la galangine (Isla et
al., 2009b), I’acide caféique (Sulaiman et al., 2011) et I’acide para-coumarique (Righi et al.,
2011).

La teneur en flavonoides est considérée comme un indice important pour évaluer la
qualité de la propolis et les méthodes colorimétriques ciblant cette classe chimique de structure
similaire sont pratiques et appropriées pour les analyses de routine (Chang et al., 2002). Selon
les travaux analysés dans notre travail systématique, la méthode la plus utilisé pour le dosage
des flavonoides totaux est celle du AICIs en raison de sa simplicité car elle peut étre effectuée
dans des laboratoires ne disposant pas d'instruments sophistiqués. De plus, cette méthode est
rapide, peu chére et ne requiére pas 1’utilisation de nombreux standards analytiques.

Woisky et Salatino (1998), décrivaient le principe de la méthode colorimétrique au AICls,
qui repose sur la capacité des flavonoides a former des complexes chromogénes de couleur
jaune avec le AICl3 en mesurant I’absorbance a 420 nm, généralement en utilisant la quercétine
comme standard.

Cependant, les flavonoides ne réagissant pas de la méme facon avec I’AlCIs, cette
méthode semble peu adaptée a I’évaluation du taux de flavonoides totaux. Seuls les flavones
et les flavonols forment des complexes stables avec le chlorure d'aluminium, tandis que les
flavanones et les flavanonols réagissent mieux avec la 2,4-dinitrophénylhydrazine et pour cette
raison, il est suggeéré que ces deux analyses complémentaires soient effectuées ensemble afin
que la somme des résultats représente mieux la teneur réelle en flavonoides totaux (Chang et
al., 2002).

Les taux des phénols quantifiés par les articles sélectionnés dans ce travail systématique

ont eté collecté et synthétisé dans le tableau 16.
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Tableau 16. Taux des phénols quantifiés par les articles sélectionnés.

Taux des phénols totaux

Références

329 - 151 mg EAG/g

(Moreira et al., 2008)

2,5-40 ug EG/g

(Isla et al., 2009b)

124,3 ug EAG/g

(Gllgin et al., 2010)

174.7 - 235.6 pg EAG/mg

(Yang et al., 2011)

416.31 mg EAPC/g

(Righi et al., 2011)

700 - 9333 ug EAC/g

(Sulaiman et al., 2011)

17.17 - 18.27 mg EAG/g

(Khacha-ananda et al., 2013)

211 mg EAG/100g

(Campos et al., 2014)

238.6 - 292.1 mg EAG/g

(Boisard et al., 2014)

11.49 - 20.84 g EAG/100g

(Ninaet al., 2015)

0.02 - 10 mg EAG/mI

(Veigaetal., 2017)

55.74 - 91.32 mg EAG/g

(Andrade et al., 2017)

15.93 mg EAG/g

(Ahmed et al., 2017)

170.24 - 333.83 mg EAG/g

(Duca et al., 2019)

2748.6 - 19969.9 mg EAG/100g

(Ozdal et al., 2019)

210.33 - 321 mg EAG/g

(Ibrahim et Algurashi, 2022)

EAG : Equivalent en acide gallique; EG : Equivalent en galangine; EAPC : Equivalent en acide para-
coumarique; EAC : Equivalent en acide caféique.

4.4.2 Analyse chromatographique des extraits de propolis

L’analyse chimique des composants individuels de la propolis est souvent une procédure
fastidieuse, longue et colteuse a cause de la complexité de sa composition chimique, mais elle
est considérée comme étape importante et cruciale dans la détermination des agents biologiques
responsables de son effet pharmacologique. Elle est également utilisée comme un moyen
d’investigation de la source végétale de propolis qui représente jusqu’a présent un obstacle
dans ce domaine qui est toujours a la recherche d’une standardisation afin de lier chaque type
de propolis avec son origine botanique et ses propres composants chimiques caractéristiques.

Les résultats obtenus aprés ’analyse des articles sélectionnés, ont montré que 16/20
travaux (80%) ont réalisé 1’analyse chimique des extraits, alors que 4/20 (20%) études n’ont
pas exploré le profil chimique des éléments individuels de leur extraits et ont juste quantifier
les phénols et les flavonoides totaux.

Le test de 2 (Tableau 17) a montré que 1’identification chimique des composés bioactifs
de la propolis par les techniques chromatographiques est statistiquement dépendante des
objectifs ciblés par les chercheurs (sig = 0.002 < a = 0.05). Ces résultats impliquent que
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I’exploration du profil chimique de la propolis ne figure pas de maniére réguliére dans tous les

travaux.

Tableau 17. Association de I'étape d'identification des composés chimiques de la propolis aux
objectifs de la recherche.

Variables Relation Sig

Relations entre la réalisation d’identification chimique des composés
bioactifs de propolis et les objectifs de recherche.

Dépendante 0.002

4.4.2.1 Type des techniques chromatographiques

Plusieurs techniques chromatographiques sur colonne sont utilisées pour 1’identification
des composés contenus dans la propolis. Selon les résultats obtenus, 68.8% des études
sélectionnées utilisaient des techniques couplées (Figure 27) qui lient a la fois entre des
techniques séparatives et d’autres d’identification, le plus souvent a un spectrométre de masse
mais également a un détecteur ultraviolet (UV) ou barrette de diodes (DAD).
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Figure 27. Diagramme en batons représentant le pourcentage d'utilisation des techniques
d'analyse chimique selon leur type.

Le but du couplage est d’améliorer 1’analyse qualitative et quantitative des extraits de
propolis, vu que la réalisation de la séparation et la quantification devient simultanée et sur le
méme échantillon ce qui permet une réduction des contaminants grace au systeme fermé.
D’autre part, il permet de réaliser une analyse plus rapide et plus précise avec un degré

d’automatisation élevé et donc une meilleure reproductibilité. Les moyens couplés permettent
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aussi de cibler I’efficacité des extraits de propolis par la prédiction des interactions entre les
molécules bioactives in silico.

L’investigation portée sur le nombre des techniques d’analyse utilisées par les études
sélectionnées a montré que 68.8% des composés séparés et identifiés ont été obtenu par
I’emploiec d’une seule technique analytique (Tableau 18) vu que la plupart des travaux
sélectionnés sur la propolis sont récents et utilisaient des systemes de couplage a divers types
de détecteurs au lieu de réaliser I’isolement et 1’identification de maniére séparée. Mais ¢a
n’empéche pas que certaines études utilisent plusieurs méthodes dont le but est de comparer
I’efficacité de chacune individuellement, ou simplement en raison de manque d’appareillage
convenable.

Tableau 18. Données statistiques sur le nombre des techniques analytiques employées dans les
études sélectionnées.

Nombre de techniques Fréquence d’utilisation Pourcentage d’utilisation
1 11 68.8%
2 4 25%
6 1 6.3%

4.4.2.2 Techniques chromatographiques utilisées

L’analyse statistique des techniques analytiques les plus employées par les articles ciblés
dans notre étude, a montré que la chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie
de masse (CPG-MS) ainsi que la chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC) sont largement utilisées dans le processus d’identification (Figure 28).

Les extraits de propolis étant le plus souvent préparés par des solvants hydroalcooliques,
la chromatographie en phase liquide a haute performance est devenue la méthode
chromatographique la plus utilisée pour 1’analyse des composés phénoliques dans la propolis
en raison de sa grande précision qui permet la recherche des composeés en traces et la possibilité
de la coupler aux différents systémes de détection assurant une analyse précise.

Dans un systeme HPLC, le détecteur est le composant chargé de transformer un attribut
physique ou chimique en un signal mesurable correspondant a sa concentration ou a son
identité. Au début, la détection était souvent effectuée en recueillant des fractions et en les
analysant hors ligne mais avec le temps les systémes de détection ont été introduit avec succes

permettant la réduction du probléme de sensibilité de cette technique.
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Figure 28. Diagramme en batons représentatif du pourcentage d'utilisation des techniques
analytiques employées dans les articles sélectionnés. High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), Diode Array Detector (DAD), Electrospray lonization (ESI), Mass
Spectrometry (MS), Gas Chromatography (GC).

Les phénols et les flavonoides sont des composés qui émettent dans I’UV et sont donc
facilement détectables avec un détecteur a barrettes de diodes afin d’obtenir leurs profils
d’absorption. Ce détecteur est compos¢ d’une rangée de diodes, chacune indique 1’absorbance
moyenne sur un intervalle tres étroit de longueur d’onde. Les détecteurs UV sont généralement
considérés spécifiques, ne réagissant qu'aux composés avec des chromophores, mais a de
faibles longueurs d'onde UV (<210 nm), ou presque tous les composés organiques absorbent,
ils deviennent en quelque sorte universels (Swartz, 2010). En revanche, les terpénes ont une
faible absorption et sont parfois indétectables, il faudra donc utiliser une autre méthode de
détection, comme la spectrométrie (Sawaya et al., 2011).

La recherche de méthodes d’identification plus rapides, capables de caractériser des
échantillons de propolis de différentes régions géographiques et de compositions différentes, a
conduit a l'utilisation de techniques d'empreintes digitales par spectrométrie de masse. L’HPLC
couplée a la spectrométrie de masse avec ionisation par électro-nébulisation (ESI/MS) est
devenu trés utile dans ce domaine. Elle est considérée comme 1’outil le plus efficace et le plus
rapide pour I'étude détaillée des substances séparées et pour leur identification. En plus des
analyses selectives, il est possible d'appliquer la spectrométrie de masse a I'analyse structurelle

des composés phénoliques (Vacek et al., 2008).
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L’HPLC-ESI/MS a été employé dans de nombreuses études et a montré son efficacité
qui a touché différents parameétres étudiés sur la propolis. Cette technique était de grande utilité
dans la différenciation des composants des échantillons de propolis récoltée par Apis mellifera
provenant de différentes régions géographiques du brésil (Sawaya et al., 2004). Elle a été
également employée dans I’analyse de I’effet du temps de macération sur le rendement
d’extraction, montrant que les échantillons avaient qualitativement la méme composition
chimique (da Silva Cunha et al., 2006). Grace a cette technique, une autre étude réalisée avec
différents solvants d’extraction sur le méme échantillon de propolis a arrivé a fournir une
évidence de la similitude de la composition qualitative des composés recueillis par extraction
a I’éthanol et a I’huile (Buriol et al., 2009).

Dans ce contexte, Swartz (2010) a proposé dans son étude qui a porté sur la technique
HPLC, une liste de criteres a considérer lors du choix du détecteur : haute sensibilité et réponse
reproductible et prévisible ; répond a tous les solutés, ou posséde une spécificité prévisible ;
large gamme dynamique linéaire ; réponse qui augmente linéairement avec la quantité de
soluté ; les résultats ne doivent pas étre affectés par les changements de température et de débit
de la phase mobile ; fiable et pratique a utiliser ; non destructif du soluté ; fournit des
informations qualitatives et quantitatives sur le pic détecté ; résultat rapide.

La chromatographie en phase gazeuse est une technique particulierement adaptée a
I’analyse des huiles essentielles ou composés volatils contenus dans la propolis. Elle offre une
grande capacité de séparation, de la sensibilité et sélectivité élevées lorsqu'elle est associée a
la spectrométrie de masse. Cependant, la préparation des échantillons pour la CPG est trés
difficile pour les composés qui ne peuvent étre directement analysés par cette technique,
notamment I'élimination des lipides de I'extrait, la libération des phénols des liaisons ester et
glycosidiques et la dérivatisation des polyphénols peu volatils (Alvarez-Suarez et al., 2009 ;
Ignat et al., 2011).

45  Composition chimique de la propolis

De nombreuses études phytochimiques ont été publiées sur la composition chimique de
la propolis qui a attiré I’attention des scientifiques depuis la fin des années 60 (Bankova et al.,
2000), dont le but a été I’exploration de ses utilisations biologiques afin de I’incorporer dans

les préparations pharmacologiques.
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4.5.1 Nombre des composeés identifies

D’apres 1’analyse des articles sélectionnés, le nombre des composés identifiés par les
chercheurs a varié de 1 jusqu’a 43 composeés (Figure 29). Cette variabilité peut étre attribuée
aux nombres d’instruments analytiques utilisés par les chercheurs dans chaque étude, en raison
de différence de sensibilité de détection et d’identification qui est en relation étroite avec la

nature des composes.
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Nombre de composés identifiés
Figure 29. Diagramme en batons du pourcentage en fonction du nombre de composés
identifiés.

Le solvant d'extraction est lui-méme un facteur important qui influence a la fois le
nombre et le type de composés obtenus. Dans ce contexte, Usman et ses collaborateurs (2016),
ont effectué une analyse phytochimique comparative des composés isolés a partir de deux
extraits (éthanolique et aqueux). Douze composés ont été identifiés dans ’extrait aqueux alors
que I’extrait éthanolique a fourni un nombre plus élevé (n=25).

D’autre part, certains travaux avaient pour but la détermination d’un composé bien précis.
C’est le cas de la galangine identifiée de la propolis collectée de la région de San Juan en
argentine (Isla et al., 2009b) et I’artepilline C identifiée de la propolis verte brésilienne (Veiga
et al., 2017). D’autres, ont travaillé sur des échantillons de propolis de différentes régions
géographiques ce qui a permis d’identifier plusieurs composés actifs.

Ainsi la technique d’échantillonnage de propolis joue un role trés important dans la
détermination de la qualité des résultats. Dans une étude réalisée sur I’effet de deux techniques

d’échantillonnage, Sales et ses collaborateurs (2006), ont conclu que 1’utilisation des grilles
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fournit des échantillons de propolis de bonne qualité et avec des contenus mineurs de
contaminants que celle du raclage.

Dans le but de vérifier I’influence de quelques facteurs sur le nombre des composés
chimiques identifiés dans les extraits de propolis, on a réalisé le test de corrélation de Pearson
entre le nombre de composés isolés et le nombre de techniques d’analyse utilisées ainsi qu’avec
le nombre des régions étudiées, I’année de publication et le nombre des chercheurs. Les
résultats obtenu (Tableau 19) ont montré que le nombre des composés identifiés dépend du
nombre des régions eétudiées, nombre des techniques d’analyse chimiques, nombre
d’échantillons et du nombre des extraits en raison de la corrélation positive entre ce critere et

ces variables.

Tableau 19. Vérification des facteurs influencant le nombre des composes isolés.

Variables Relation Coefficient de corrélation
Influence du nombre des techniques d’analyse sur le )
. L Dépendance 0.153
nombre de composés chimiques identifiés
Influence du nombre des régions étudiées sur le )
. o Dépendance 0.555
nombre de composés chimiques identifiés
Influence du nombre des chercheurs sur le nombre ;
R o Indépendance -0.198
des composes chimiques identifiés
Influence de I’année de publication sur le nombre )
R o Indépendance -0.021
des composes chimiques identifiés
Influence du nombre d’échantillons sur le nombre ;
R ) . Dépendance 0.172
des composés chimiques identifiés
Influence du nombre des techniques d’extraction sur )
R o Indépendance -0.004
le nombre des composés chimiques identifiés
Influence de la concentration d’éthanol sur le .
o R Indépendance -0.142
nombre des composés chimiques identifiés
Influence du nombre des extraits sur le nombre des )
Dépendance 0.231

composés chimiques identifiés

4.5.2 Classes chimiques des composés identifiés

L’analyse statistique des données extraites a partir des articles ciblés, a montré que 65.5%
des composes identifiés appartenaient a la classe des phénols en raison de I’utilisation des
standards phénoliques, ce qui oriente vers la valorisation de cette classe. On a remarqué

I’abondance des acides phénoliques et leurs esters (acide caféique, acide cinnamique, acide
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férulique, I’ester phénéthylique de I’acide caféique (CAPE), ...etc.) et des flavonoides (la
chrysine a I’origine de la couleur jaune de la propolis, la pinocembrine, la galangine, le
kaempferol, le kaempféride, la pinobanksine, la lutéoline, la rutine ...etc). On a également
observé la présence des composés terpeniques parmi les substances volatiles dont les
diterpénoides de clérodane et les triterpenoides comme la B-amyrine, la a-amyrine et le
taraxastérol, qui sont considérées comme des marqueurs de propolis de qualité supérieure.
Ainsi, les acides aromatiques comme 1’acide benzoique, et les stérols (le campestérol, le
stigmastérol, le B-sitostérol). La figure 30 montre le pourcentage des classes chimiques des

composés actifs isolés par le total des 20 études sélectionnés dans cette revue.

Classes chimiques
des molécules
identifiées

Composés
phéncliques
Composés
phénoliques et
terpénoides
Composés
phénocliques, acides
aromatiques, acides
gras et terpénoides
Composés
phénocliques, acides
aromatiques,
terpénoides et
alcools
Composés
.phénolique,
terpénoides et
stérols

Figure 30. Diagramme circulaire des classes chimiques identifiées.

L’utilisation du test de khi-deux (Tableau 20) pour déduire la relation entre les classes
chimiques identifiées et le solvant d’extraction, les techniques d’analyse utilisées et la
technique d’extraction, nous a montré 1’absence d’une dépendance statistique entre ces
variables. En réalité, le choix du solvant et des outils de manipulation influence sur la classe
chimique des composés identifiés, cependant, I’utilisation des mémes solvants et des mémes
techniques d’extraction et d’identification par les chercheurs n’a pas permis de détecter la

variabilite statistique.
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Tableau 20. Effet de quelques facteurs sur les classes chimiques identifiees.

Variables Relation Sig
Influence du solvant d’extraction sur les classes chimiques ]
o Indépendance 0.863
identifiées
Influence de la technique d’extraction sur les classes )

o o Indépendance 0.986
chimiques identifiees
Influence des techniques d’analyse chimique sur les classes ]

Indépendance 0.628

chimiques identifiées

4.6  Evaluation de ’activité antioxydante in vitro des extraits de propolis

L'organisme possede son propre systéme de défense contre les especes réactives de
I'oxygene. Cependant, ce systeme n’est pas assez efficace pour assurer la réparation compléte
des dommages oxydatifs. D’ou vient I’importance de la valorisation du potentiel antioxydant
des produits naturels. Parmi ces produits, la propolis a suscité 1’intérét des chercheurs de
I’industrie pharmaceutique en raison des résultats fascinants sur sa capacité puissante a

protéger le corps contre les effets nocifs du stress oxydatif.
4.6.1 Nombre des tests d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

L’analyse des articles sélectionnés dans ce travail, a montré la disponibilité de nombreux
tests pour I’évaluation in vitro de I’activité antioxydante de la propolis. Les résultats statistiques
ont également montré que 68.4% des recherches ciblées (Tableau 21) ont basé sur la
comparaison des résultats de plusieurs méthodes analytiques (>1 test) pour déduire ’efficacité
antioxydante des extraits testés. Cela est peut-étre lié a la complexité du processus d’oxydation
qui peut avoir différents mécanismes. Il n'existe pas un dosage unique qui permet de prendre
une décision correcte et précise sur la capacité antioxydante totale, car chaque agent
antioxydant réagit de maniére spécifique a différentes sources de radicaux ou d'oxydants
utilisés dans les techniques analytiques.

Bonamigo et ses collaborateurs (2017), ont utilisé deux techniques distinguées pour
I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits éthanoliques de propolis (EXEP) provenant
d’Apis mellifera ( EXEP-A) et de Plebeia droryana (EXEP-P). Les deux extraits ont présenté
une activité antioxydante significative contre le radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), les activités maximales étant de 500 pg/mL (EXEP-P) et 300 pg/mL (EXEP-A).
Cependant, seule I'EXEP-A a été capable d'inhiber la peroxydation lipidique induite par I'agent

oxydant 2,2'-azobis (2-amidino-propane) dihydrochloride (AAPH).
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Tableau 21. Quelques données statistiques sur le nombre de tests réalisé pour I'évaluation in
vitro de l'activité antioxydante.

Nombre de tests Fréquence d’utilisation Pourcentage d’utilisation %
1 6 31.6
2 7 36.7
3 4 21.1
4 1 5.3
9 1 5.3

L’ observation du croisement entre le nombre d’activités biologiques étudiées et le
nombre des tests réalisés in vitro par les études sélectionnées (Tableau 22), a montré la présence
d’une dépendance entre ces deux variables. On a remarqué que les études qui exploitent
plusieurs activités biologiques en association a ’activité antioxydante de la propolis (3 & 4
activité associées) tendent a utiliser deux a savoir un seul test in vitro, le plus souvent le test au
DPPH, pour évaluer I’activité antioxydante. Alors que dans les études qui ont investigué
I’activité antioxydante seule, le nombre des tests qui ont été employ¢ a atteint jusqu’a neuf
tests.

Ces observations impliquent que les chercheurs qui ciblent plusieurs activités
biologiques de propolis, privilégient la quantité par rapport a la qualité des résultats publiés.
L’emploi d’un seul test ne permet pas I’exploitation réelle et la validation du potentiel
antioxydant de propolis, car méme si 1I’étude de plusieurs activités de ce produit permet
d’apprécier la polyvalence de ses vertus thérapeutiques, la négligence de 1’importance du
nombre des tests utilisés influence en revanche la qualité des décisions sur son potentiel

antioxydant.

Tableau 22. Croisement entre le nombre de tests d'évaluation de I'activité antioxydante in vitro
et le nombre d'activités biologiques associées a cette activité.

Nombre des tests in vitro
1 2 3 4 9 Total
1 1 4 2 1 1 9
Nombre d’activités 2 4 12]12]10]0O0 8
biologiques associées 3 0 1 0 0 0 1
4 1 0 0 0 0 1
Total 6 7 4 1 1 19
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4.6.2 Tests d’évaluation de ’activité antioxydante in vitro

L’analyse des tests in vitro utilisés par les études ciblées (Figure 31), a montré que la
méthode de 2,2-DiPhenyl-1-PicrylHydrazyl (DPPH) est la plus employée (48.6%) pour
I’évaluation de ’activité antioxydante de propolis avec un effectif de 18/20 études.

60—

50

40

30—

Pourcentage %

20

10—

Tests in vitro de I'activité antioxydante

Figure 31. Diagramme en batons des méthodes d’évaluation in vitro de l'activité antioxydante
de propolis. 2,2-DiPhenyl-1-PicrylHydrazyl (DPPH); 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-
6-sulphonique (ABTS); Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP); Oxygen Radical
Absorbance Capacity (ORAC).

Cette méthode est fréquemment utilisée en raison de sa rapidité et simplicité, car sa
réalisation ne demande pas plusieurs étapes ou réactifs et a seulement besoin d’un
spectrophotometre ultraviolet-visible. Elle est peu colteuse par rapport aux autres modeéles
d'essai (Alam et al., 2013). Ainsi, elle permet d’effectuer 1’analyse d’un grand nombre
d’échantillons (Fukumoto et Mazza, 2000). Un autre avantage est la stabilité de la molécule de
DPPH (Ahmad et al., 2014).

Dans la deuxiéme place, on distingue le test de l'acide 2,2'-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS), largement rencontré dans les études de I’activité
antioxydante de la propolis. Contrairement au DPPH qui ne peut étre dissous que dans les
milieux alcooliques, I'ABTS peut étre solubilisé dans les milieux aqueux et organiques de sorte
que la capacité antioxydante peut étre mesurée grace a la nature des composés contenus dans
les échantillons (Arnao, 2000).
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L'essai de la capacité de réduction ferrique (FRAP) est simple, rapide, peu colteux et
robuste et ne nécessite pas d'équipement specialisé. Il peut étre realisé par des méthodes
automatisees, semi-automatiques ou manuelles (Prior et al., 2005).

Le tableau 23 résume quelques caractéristiques des tests les plus employés selon notre
analyse. Il est bien évident que le standard le plus employé par ces méthodes est le Trolox, qui
est un dérivé hydrosoluble de la vitamine E. L'activité antioxydante de Trolox a été
documentée dans plusieurs modéles expérimentaux. le mécanisme de son effet a été attribué a
sa forte capacité de piégeage des radicaux peroxyles et & une synergie avec d'autres
antioxydants, comme 1’acide ascorbique (Davies et al., 1988; Penn et al., 1997). Il présente

I’avantage d’étre soluble a la fois dans I’eau ce qui permet la facilité¢ d’atteindre les cibles et

dans les lipides ce qui assure sa pénétration dans les membrane cellulaires (Zeng et al., 1991).

Tableau 23. Caractéristiques des tests les plus employés dans I’évaluation in vitro de I’activité

antioxydante par les articles sélectionnés.

Test DPPH FRAP ABTS/TEAC
La décoloration du Le test FRAP est basé sur .
] . o ) Cette méthode mesure la
radical chromogéne de  la capacité des antioxydants
. o o perte de couleur lorsqu'un
couleur violette suite a a réduire le complexe ) o
o o o antioxydant est ajouté au
Principe du sa reduction par les ferrique jaune de la
) ) o o chromophore bleu-vert
test composes antioxydants tripyridyltriazine (Fe*3- )
ABTS + L'antioxydant
donneurs d’atomes TPTZ)en complexe ferreux
) réduit I'ABTS+ en ABTS
d’hydrogéne en produit  bleu (Fe*>-TPTZ) par un )
. . ) et le décolore.
jaune pale. transfert d’électrons.
Références (Karadag et al., 2009) (Benzie et al., 1999) (Seeram et al., 2006)
Fréquence
18 6 7
d’utilisation
Solution de Tampon d’acétate et le

préparation

Ethanol et methanol

sodium phosphate

Persulfate de potassium

Longueur
d’onde 515-517 nm 593-700 nm 734 nm
d’absorbance
Nombre de
9 6 6
standards
Standards les Trolox et acide
Trolox Trolox

plus utilisés

ascorbique
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Les différentes valeurs de 1’activité antioxydante obtenus par le test au DPPH par les

articles sélectionnés dans notre étude ont été synthétisées dans le tableau 24.

Tableau 24. Valeurs de l'activité antioxydante obtenus par le test au DPPH.

Valeur de DPPH

Mode d’évaluation

Références

0.006 - 0.052 mg/mi ICso (Moreira et al., 2008)
25 - 30 pg/ml ICso (Islaet al., 2009b)
31.81 pg/ml ICso (Gulgin et al., 2010)
15 - 37.5 pg/ml ICso (Yang et al., 2011)
30.62 % Activité antioxydante % (Righi et al., 2011)

20-63.3% Activité antioxydante % (Sulaiman et al., 2011)

2,69 - 3.30 mg EAG/g ICso (Khacha-ananda et al., 2013)
40 pg AA/ml ICso (Campos et al., 2014)

1386 - 1964 umol ET/g

Equivalent de Trolox

(Boisard et al., 2014)

10.29 - 91.84 pg/ml 1Cso (Nina et al., 2015)

49.8 -182.4 pg/ml ICso (Bonamigo et al., 2017)
60.91 pg/ml ICs0 (Bonamigo et al., 2017)

13.09 - 95.86 pg/ml ICso (Veigaetal., 2017)

86 -90.7 % Pourcentage d'inhibition (Andrade et al., 2017)
1.08 pg/mi ICso (Ahmed et al., 2017)
0.07 - 0.932 mg/ml ICso (Duca et al., 2019)

798 - 6332.9 mg ET/100g

Activité antioxydante

(Ozdal et al., 2019)

90.01-94.45%

Activité antioxydante %

(Ibrahim et Algurashi, 2022)

ICs0 : Concentration qui provoque 50% d’inhibitrice ; ET : Equivalent en Trolox.

L’observation du croisement entre les valeurs de 1Cso des extraits les plus actifs et la

technique d’extraction utilisée nous a permis de confirmer la présence d’une dépendance entre

ces deux critéres. On peut clairement voir a travers le tableau 25 que les extraits de propolis

doué d’un pouvoir antioxydant €levé sont obtenus par macération.
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Tableau 25. Croisement entre technique d'extraction et 1Cso des extraits actifs obtenus par
DPPH.

Technique d’extraction
o Extraction ) _ Macération Macérati_on
Macération par Décoction chaude et extraction
Soxhlet par Soxhlet | Total

1.08 1 0 0 0 0 1
6 1 0 0 0 0 1
10.29 1 0 0 0 0 1
ICsodes | 13.09 0 0 0 0 1 1
extraits actifs 15 1 0 0 0 0 1
s EL o T o o o T
DPPH 31.81 0 0 1 0 0 1
(Hg/ml) 40 0 0 0 1 0 1
49.80 0 0 0 1 0 1
60.91 0 0 0 1 0 1
70 1 0 0 0 0 1
Total 5 1 1 3 1 11

4.6.3 Facteurs qui influencent I’activité antioxydante de propolis

Dans le but d’investiguer ’efficacité des extraits de propolis utilisés dans les études
sélectionnées, on a utilisé le test de DPPH comme modele type pour analyser les extraits qui
démontraient une activité antioxydante élevée en association avec les différents parametres
dont la région d’étude, I’espéce d’abeille, le solvant et la technique d’extraction et la saison de
collecte. Le choix de ce test a été associé au manque d’homogénéité entre les methodes

employées dans les études sélectionnés dans lesquels le test au DPPH a été le plus utiliseé.

4.6.3.1 Influence du solvant d’extraction

Le pouvoir antioxydant est généralement lié au contenu phénolique et le pouvoir
d'extraction du solvant est le facteur le plus important qui affecte la capacité antioxydante. La
nature du solvant, la température et la durée d’extraction, ainsi que les caractéristiques
chimiques des composants contenus dans les échantillons de propolis, influencent fortement la
qualité antioxydante du produit final (Machado et al., 2016).

Les résultats de cette analyse (Figure 32) ont montré que les extraits hydro-éthanoliques
de propolis sont les plus actifs (75%) par rapport a d’autres extraits issus de solvants différents
(eau, méthanol ou un mélange de solvants). Cela est dii a la polarité de 1’éthanol qui est efficace

pour la récupération des polyphénols.
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Les composés phénoliques sont genéralement plus hydrophiles que lipophiles en raison
de leur nature phénolique. Par conséquent, les polyphénols libres peuvent étre facilement
extraits par des solvants tels que le méthanol, I'éthanol et I'acétone, ou par leurs melanges avec
de I'eau (Brglez Mojzer et al., 2016; Tsao, 2010).

Nature des
extraits actifs
en fonction du
solvant utilisé

Hydro-
Ijét!r'r'lant:alique

Hydro-
.m%thanolique

Obtenu par un
[Omelange de
solvants
C1Aqueux

Figure 32. Diagramme circulaire des extraits les plus actifs de propolis.

4.6.3.2 Influence de la technique d’extraction

La technique d’extraction est un autre point déterminant de 1’efficacité antioxydante des
extraits de propolis. La macération et I’extraction par Soxhlet sont les techniques
conventionnelles les plus utilisé pour extraire les principes actifs de la propolis. Cependant,
I’extraction par Soxhlet s'est avérée diminuer considérablement la teneur en flavonoides et en
composés phénoliques malgré le temps réduit de 1’extraction. Cette technique doit étre utilisé
avec prudence car I'exposition prolongée a de températures élevées pourrait étre nuisible aux
composés phénoliques ce qui provoque 1’obtention de valeurs minimales du pouvoir
antioxydant (Archaina et al., 2015). Des rendements d'extraction élevés mais une faible teneur
en phénols/flavonoides totaux et un pouvoir antioxydant réduit ont été rapportés pour la
propolis d'abeilles sans dard de Malaisie (6 h d'extraction avec I’appareil de Soxhlet) (Zin et
al., 2018).

Notre analyse a montré que les extraits de propolis obtenus par sonication possédaient
une activité antioxydante supérieure a ceux obtenus par macération simple. Dans ce contexte,
Bayram et al. (2020), ont constaté que l'extraction assistée par ultrasons conduit a un
pourcentage plus élevé de flavonoides dans l'extrait de propolis. Kacha-ananda et ses

collaborateurs (2013), ont constaté que I’extrait de propolis provenant de la sonication a montré

70



Chapitre 3 Résultats et discussion

une activité antioxydante plus élevée que celui de la technique de macération avec des valeurs

d’activité antioxydante 2.69 mg EAG/g d'extrait et 3.30 mg EAG/g d'extrait respectivement.
4.6.3.3 Influence des caractéristiques phytogéographiques

La composition de la source végétale détermine la composition chimique de la colle
d'abeille et dépend de sa localisation géographique et par conséquent, son activité biologique
est étroitement liée a la végétation disponible dans le site de collecte (Bankova, 2009; Toreti et
al., 2013).

Dans ce contexte, Nina et ses collaborateurs (2015), ont effectué¢ 1’analysé de 1’activité
antioxydante de 19 échantillons de propolis provenant de six localisations dans la région del
Maule en Chili. Parmi ces régions, les échantillons de propolis les plus actifs étaient ceux
provenant des pentes occidentales des Andes. Cette zone est caractérisée par la coexistence de
la flore indigene, y compris 1’espéce Nothofagus antarctica, les pins et I’eucalyptus. D’apres
ces résultats, ils ont conclu que la variabilité de I'activité antioxydante peut étre attribuée a la

composition des échantillons, qui est liée aux sources botaniques de la propolis.
4.6.3.4 Influence des variations climatiques

D’apres ’analyse des études sélectionnées, on a constaté que les variations climatiques
peuvent affecter les concentrations de certains composés phénoliques de la propolis et leurs
relations avec son activité antioxydante. Les plantes peuvent étre beaucoup plus complexes sur
le plan métabolique en comparaison avec les indications des analyses chimiques. Il a été
suggéré l'existence d'un "métabolisme silencieux™ chez les plantes, dans lequel les enzymes
peuvent étre activées par le changement des facteurs environnementaux, ce qui permet a la
plante de s'adapter a de nouvelles situations (Salatino et al., 2011)

Kekegoglu et al. (2021) ont constaté que les capacités antioxydantes supérieures des
échantillons de propolis observées au printemps ont été réduites en été, puis augmentées a
nouveau en automne. Dans une autre étude réalisée par Isla et son équipe (2009), les
échantillons collectés en novembre présentaient une grande capacité antioxydante en
comparaison avec d’autres mois.

Il a été démontré que dans les saisons de pluie, quelques modifications dans I'habitat de
la plante se produisent comme la disponibilité élevée d'eau, I'humidité relative élevée,
I'incidence de pathogénes dans les plantes (fongique, bactéries) et I'attaque d'insecte en raison

de la basse nourriture. Un mécanisme de régulation se produit qui assure la protection de la
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plante contre les différents stress biotiques et abiotiques en favorisant I'augmentation de la

concentration de flavonoides (do Nascimento et al., 2019).
4.6.3.5 Influence de I’espéce d’abeille

L’activité antioxydante de propolis est également influencé par 1’espéce d’abeille. Les
résultats obtenus par Bonamigo et ses collaborateurs (2017), ont montré que I’extrait
éthanolique de Melipona quadrifasciata a donné une activité antioxydante plus élevée que celle
de I’extrait éthanolique de Scaptotrigona depilis, ces différences ont été associé aux différentes
concentrations de tocophérol dans les extraits. Dans une approche similaire par les mémes
chercheurs, I’extrait éthanolique d’Apis mellifera (EXEP-A) a présenté une activité
antioxydante supérieure a celle de Plebeia droryana (EXEP-P). Ces résultats ont été liés a la
composition chimique de de la propolis, car L'EXEP-A présentait des quantités plus élevées
d'acide cinnamique que I'EXEP-P.

Les différences de la capacité antioxydante observées en fonction de la race d’abeille
sont particulierement liées aux différences génétiques entres ces insectes ce qui conduit a une
composition variable de propolis en raison de préférences distinctes pour la source végétale
des résines collectées. En outre, I’adaptation des abeilles aux conditions climatiques et a la
structure florale des régions ou elles se sont répandues exerce un effet sur leurs structures
morphologiques et physiologiques et peut donner lieu a des races et des écotypes différents.
Ces adaptations peuvent également affecter la taille des glandes et les sécrétions, ainsi que la
composition et I'activité de la propolis qui est mélangés aux sécrétions des abeilles (Kekegoglu
etal., 2021).

Une autre cause possible de la variabilité de la composition de la propolis est la réduction
de la disponibilité des principales sources végétales de résine, de sorte que les abeilles

commencent & collecté le matériel provenant d’autres fournisseurs (Salatino et al., 2011).

4.6.3.6 Influence du taux des phénols

On a également vérifi¢ la possibilité d’association entre le taux des phénols totaux et
I’activité antioxydante de propolis par le test de corrélation de Pearson (Tableau 26). Les
pourcentages de I’activité antioxydante insérés dans SPSS ont été obtenu a partir des études
sélectionnées qui ont présenté les valeurs de 1’activité antioxydante (par le test au DPPH) de

leurs échantillons sous forme d’un pourcentage.

72



Chapitre 3 Résultats et discussion

Tableau 26. Valeurs de I'activité antioxydante et le taux des phénols insérés pour la réalisation
de corrélation.

Activité antioxydante (%) Taux de phénols totaux (mg/g) Réferences
30,62 416,31 (Righi et al., 2011)
20,00 0,70
43,00 6,93
56,60 9,03 (Sulaiman et al., 2011)
63,30 9,33
33,30 1,40
86,06 55,74
88,53 90,55 (Andrade et al., 2017)
90,72 91,32
90,01 210,33

94.45 321,00 (Ibrahim et Alqurashi, 2022)

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 27, la corrélation est positive ce qui implique
la dépendance de ces deux variables. L’influence du taux des phénols sur D’activité
antioxydante a été confirmé par plusieurs travaux (Mihai et al., 2011; Segueni et al., 2017;
Socha et al., 2015).

Tableau 27. Vérification de la corrélation entre taux des phénols et I'activité antioxydante.
Variables Relation Coefficient de corrélation

Influence du taux des phénols totaux sur )
o ) Deépendance 0.192
I’activité antioxydante

4.6.4 Constituants majeurs responsables de I’effet antioxydant de propolis

Afin de mieux comprendre la cause de la grande variabilité rencontrée avec la
composition chimique de la propolis, il est primordial de connaitre son origine végétale et de
prendre en consideration les différentes modifications qu’elle subit par les abeilles. Pour la
production de propolis, les abeilles collectent les secrétions actives issues des différentes
parties des plantes, ainsi que de substances exsudées a partir de blessures de ces derniéres : il
s’agit des matiéres lipophiles provenant des feuilles et des bourgeons, les gommes et les
résines, auxquelles s’ajoutent les différentes sécrétions enzymatiques de leur salive. Cette
variabilité chimique dépend également de la spécificité de la flore locale du site de collecte et
donc des caractéristiques géographiques et climatiques de ce site (Bankova, 2005a).

Le traitement des articles selectionnés nous a permis de distinguer deux types de travaux :
d’une part, ceux qui ont été capable de cibler le constituant majeur responsable de 1’activité
antioxydante de leur échantillon de propolis et d’autre part, ceux qui ont attribu¢ I’effet

thérapeutique a la synergie et la complémentarité entre les composés actifs qui partagent la
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méme classe chimique. Dans les deux cas, les résultats obtenus (Figure 33) ont montré que les
composés phénoliques dont les flavonoides, les acides phénoliques et leurs esters
particulierement le CAPE et les dérivés de 1’acide cinnamique (acide férulique, artepilline C)

sont responsables de 1’effet protecteur de propolis contre les dommages du stress oxydatif.
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Molécules identifées responsables de I'activité antioxydante

Figure 33. Diagramme en batons récapitulatif des constituants majeurs responsables de
I'activité antioxydante de propolis. Ester phénéthylique de I'acide caféique (CAPE).

Les acides phénoliques sont des composés constitués d'un noyau benzénique et de
groupes carboxyle et hydroxyle dont le nombre, la position ainsi que le type de substitution sur
leur cycle aromatique influencent directement la capacité antioxydante de cette classe chimique
(Leja et al., 2007). lls sont multifonctionnels dans le sens ou ils peuvent agir comme agents
réducteurs et piégeurs d'oxygeéne. Certains d’entre eux sont également efficaces en tant que
chélateurs des ions de métaux de transition (Gulgin et al., 2010; Karaman et al., 2010).

Les résultats d’une étude réalisée par lzuta et ses collaborateurs (2009) dans le but
d’investiguer le potentiel antioxydant de certains constituants de la propolis rouge de la Chine
et la propolis verte de Brésil, ont montré que l'acide caféique, un métabolite de l'acide
caféoylquinique, présente une activite de piégeage des radicaux DPPH plus élevée en
comparaison avec lI'acide quinique (un autre métabolite de I'acide caféoylquinique). Cependant,
les dérivés de I'acide caféique semblent étre de puissants antioxydants naturels.

Le succeés ultime d'un composé bioactif isolé de la propolis est, sans aucun doute, celui

de I'ester phénéthylique de I'acide caféique (CAPE). Ce composé relativement simple a attiré
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I’attention des chercheurs depuis la fin des années 70, lorsqu’il a été identifié comme le
principal agent antimicrobien de la propolis européenne par Metzner et ses collaborateur en
1979 (Bankova, 2009). Il est considéré comme I'un des effecteurs antioxydants importants de
la propolis de type peuplier (Russo et al., 2002 ; Velazquez et al., 2007).

Il existe de nombreuses preuves in vivo et in vitro sur la capacité antioxydante du CAPE ;
Sa capacité neuroprotectrice a été investiguée dans de nombreux cas pathologiques liés au
stress oxydatif tels que les 1ésions provoquées par I’ischémie cérébrale. Dans ce contexte, la
propolis verte brésilienne a prouvé son efficacité dans la prévention contre ces Iésions par ses
propriétés anti-oxydatives (Shimazawa et al., 2005). Dans une autre étude publiée sur I’effet
de propolis indienne sur le déficit de mémoire induit par la B-amyloide, il a été démontré que
la présence du CAPE dans I’extrait éthanolique administré a significativement amélioré les
capacités de mémorisation chez les rats testés ce qui implique son potentiel effet anti-
Alzheimer (Nanaware et al., 2017). Une autre expérience a prouvé I’effet antioxydant
bénéfique du CAPE isolé de la propolis sur le tissu cérébral de rats exposés a des rayonnements
ionisants (Alkis et al., 2015). Il a été démontré que le CAPE contenu dans la propolis représente
un agent antiplaquettaire tres efficace pour le traitement de la thrombo-embolie artérielle (Chen
et al., 2007).

L'acide férulique présente un large éventail d'effets thérapeutiques qui sont attribués a sa
puissante capacité antioxydante. C’est un piégeur de radicaux libres caractérisé par sa faible
toxicité, qui assure a la fois I’inhibition des enzymes qui catalysent la génération des especes
réactives oxygénées et un stimulateur des enzymes impliquées dans la prévention contre le
stress oxydatif. Ce composé peut également agir comme donneur dhydrogene, ceci est
particulierement important pour la protection des acides lipidiques de la membrane (Kiewlicz
et al., 2015; Zdunska et al., 2018). Il a été approuveé au japon comme additif alimentaire pour
prévenir I'oxydation (Itagaki et al., 2009).

Cependant, ces propriétés n’ont pas été élucidées en détails dans les études faites sur la
propolis et les preuves in vivo et in vitro sont limitées. Les résultats de notre analyse
systématique montrent que I’effet de I’acide férulique autant qu’agent antioxydant présent dans
la propolis est complémentaire et que ce composé agit en synergie avec d’autre acides
phénoliques. Gllgin et ses collaborateurs (2010), ont attribué le pouvoir antioxydant de leur
extrait aqueux lyophilisé de propolis a la présence des composés phénoliques dont I’acide
ferulique était parmi les constituants majeurs isolés.

La propolis verte brésilienne, recueillie & partir de résines de B. dracunculifolia, a suscité

beaucoup d'intérét en raison de plusieurs propriétés biologiques intéressantes liées a
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I'artepilline C, un métabolite secondaire dérivé de 1’acide cinnamique, qui est devenu I'un des
principaux marqueurs chimiques de la propolis verte (Kumazawa et al., 2003).

Plusieurs études ont exploité son potentiel antioxydant a travers les tests in vitro comme
le DPPH, le FRAP et ’ABTS (Ahn et al., 2009; Seibert et al., 2019; Souza et al., 2007; Veiga
et al., 2017). I'Artepilline C peut exercer son activité antioxydante par I'augmentation du
potentiel des enzymes endogenes telles que la SOD la CAT et la GPx, ce qui réduit les
molécules pro-oxydantes a 1’origine des dommages cellulaires (Fonseca et al., 2011; Uto et al.,
2006). Un autre mécanisme d’action exercé par ce composé est la protection des membranes
contre les dommages cellulaires de la peroxydation lipidique. Une étude réalise in vitro sur des
cellules ganglionnaires de la rétine, a prouvé I’effet antioxydant de I’extrait aqueux de propolis
contre la neurotoxicité induite par la peroxydation lipidique (Nakajima et al., 2007).

Les scientifiques ont démontré que I’ingestion des aliments riche en quercetine contribue
a la protection contre les maladies cardiovasculaires par 1I’inhibition de l'agrégation des
plaquettes sanguines (Hubbard et al., 2004). Elle inhibe I'activité de la xanthine oxydase ce qui
entraine une diminution des lésions oxydatives (Chang et al., 1993). Elle provoque également
une réduction des lésions d'ischémie reperfusion, un phénoméne incontournable en
transplantation rénal, en interférant avec l'activité de I’ oxyde nitrique synthase (Shoskes, 1998).
Les résultats de Sanderson et son équipe (1999), implique que la quercétine aide a maintenir la

transparence du cristallin aprés une agression oxydative.

4.7  Evaluation de ’activité antioxydante in vivo des extraits de propolis

D’apres notre analyse, I'étude du potentiel antioxydant des extraits dérivés de la propolis
est un objectif généralement accompli a travers les tests in vitro qui sont plus courants par
rapport aux tests in vivo. Néanmoins, ces études ne prennent pas en considération les
parameétres biochimiques, métaboliques et autres parametres physiologiques (Fernandez-
Panchon et al., 2008; Martins et al., 2016).

Plusieurs variables biologiques peuvent étre accessibles et mesurées par les études in
vivo, y compris la biodisponibilité des matrices testées (Holst et Williamson, 2008). Cet attribut
est trés important pour la détermination des doses efficaces et des formes galéniques
appropriées afin d’assurer 1’efficacité thérapeutique ciblée. Les antioxydants non seulement
naturels mais aussi synthétiques subissent de nombreuses réactions biochimiques au cours de
I'ingestion, la digestion et I'absorption par 1’organisme. Par conséquent, la biodisponibilité
effective des différents antioxydants n'est pas clairement définie. Beaucoup d'entre eux sont

ingérés sous leur forme active, d'autres doivent étre métabolisés pour étre biologiqguement
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actifs, ou méme devenir inactifs. En outre, plusieurs facteurs endogenes tels que les interactions
avec dautres nutriments et les variations inter et intra individuelles, affectent leur
biodisponibilité par rapport a la dose ingerée (Espin et al., 2007; Holst et Williamson, 2008;
Martins et al., 2016).

Sans établir de lien entre les mesures toxico-dynamiques in vitro et la toxicocinétique in
vivo, la pertinence des scénarios d'exposition humaine et de I'évaluation des risques sera limitée
(Brake et al., 2017; Sewell et al., 2017).

Dans ce travail systématique, deux études in vivo (Tableau 28) ont été parmi les articles

sélectionnés et ont été analysées pour extraire les données pertinentes.

Tableau 28. Etudes in vivo selectionnées dans notre travail systématique.

Titre de I’étude Référence

Antioxidant Effect of Propolis Against Exposure to Chromium in

Cyprinus carpio (Yonar et al., 2014)

Antioxidant Properties and Cardioprotective Mechanism of Malaysian

Propolis in Rats (Ahmed et al., 2017)

4.7.1 Modele animal utilisé

Le choix judicieux de I’espéece sur laquelle sont menées les investigations est cruciale et
représente la premiére étape de 1’analyse d’un processus biologique ou de la validation d’une
phase pre-clinique. 1l est nécessaire d’évaluer les similarités et les différences entre 1’espéce
sur laquelle I’expérimentation sera conduite et I’espéce pour laquelle les résultats obtenus
seront projetés, en général il s’agit de I’homme (Hardin-Pouzet et Morosan, 2019; Nouvel et
al., 2010).

Un modele animal idéal pour la validation des cibles serait un modele qui récapitule le
phénotype des pathologies testées, partage la méme pathophysiologie que celle de I'homme et
qui répond aux thérapies humaines existantes de maniere similaire (Brake et al., 2017). La
sélection des especes animales est egalement basée sur des considérations pratiques telles que
la disponibilité et la facilité d'utilisation dans des conditions et des procédures de laboratoire
normalisées. Selon les articles sélectionnés, les modéles animaux utilisés ont été les poissons
Cyprinus carpio et le rat Wistar.

11 a été démontré que 1’utilisation des produits naturels tels que la propolis peut offrir une
variéte d'avantage en aquaculture, en minimisant le risque de toxicité et les effets secondaires

provoqués par les produits synthétiques utilisés dans cette activité sur I’environnement et sur
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1’état de la faune marine qui influence directement la santé humaine (de la Cruz-Cervantes et
al., 2018).

D’autre part, les rats sont largement utilisés pour évaluer les fonctions biologiques de la
propolis particulierement son effet antidiabétique, neuroprotecteur et cardioprotecteur qui sont
géneralement attribués a son potentiel antioxydant. Les rats possédent un certain nombre de
qualités qui leurs permettent d’étre un modele animal tres approprié et tres apprécié. Comme
pour les souris, ces qualités comprennent une taille relativement petite, un fond génétique
connu, un temps de génération court, des similitudes avec les conditions pathologiques
humaines et un statut microbien connu. Leur nature docile les rend plus faciles a manipuler en

laboratoire que de nombreux autres rongeurs (Hickman et al., 2017).

4.7.2 Voie d’administration adoptée dans le traitement par la propolis

Selon les articles ciblés, la voie d’administration utilisée pour le traitement des animaux
par les extraits de propolis est la voie orale (100%). Cette forme est la plus facilement acceptée
car elle est pratique, simple, sans douleur et auto-administrée (Ding et Li, 2017).

L'acheminement des principes actifs vers les sites cibles fait souvent intervenir diverses
barriéres biologiques comme 1’épithélium du tractus gastrointestinal, I’endothélium vasculaire
ou la barriere hémato-encéphalique (Sjogren et al., 2014).

Ces barrieres exercent une influence directe sur la biodisponibilité des médicaments et
leur application thérapeutique. C’est le cas rencontré avec I’emploie de la voie orale pour
administrer les différentes préparations biologiques en raison de la possibilité d’altération des
principes actifs par les sucs gastriques (pH acide) et les enzymes hépatiques lors de leur passage

par la veine porte vers le foie (Rabanel et al., 2012).

4.7.3 Tests d’évaluation de I’activité antioxydante in vivo de propolis

D’apreés I’analyse des études sélectionnées, on a constaté que pour toutes les méthodes in
vivo, les extraits de propolis a tester sont généralement administrés aux animaux d'expérience
selon des posologies définis. Aprés une période de traitement déterminée, les animaux sont
sacrifiés et le sang ou les tissus sont utilisés pour réaliser les différents dosages nécessaires, qui
consistent le plus souvent d’une estimation du taux des enzymes antioxydantes endogénes
telles que la catalase (CAT), la superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase (GPx) et
la glutathion-S-transférase (GSt) en association avec une estimation des produits de la

peroxydation lipidique, généralement le malondialdehyde (MDA).
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La peroxydation lipidique est le phénomene le plus anciennement étudié des effets des
radicaux libres et le plus simple a mesurer. Certains produits de dégradation des lipides comme
les dienes conjugués et les aldéhydes peuvent se former aprés une peroxydation et fournissent
un moyen de détection utile pour les études du stress oxydant (Moore et Roberts, 1998).

La mesure des enzymes antioxydantes est généralement réalisée par dosage
spectrophotométrique, pour lequel des kits commerciaux sont disponibles. Cela permet une
analyse simple et peu codteuse, qui peut étre effectuer dans la plupart des laboratoires sans
avoir besoin d'un équipement sophistiqué. Des précautions sont nécessaires lors du stockage
des échantillons, afin d'éviter leur dégradation.

L’efficacité de I'action du systeme antioxydant réside dans la synergie qui se produit entre
ces antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. Compte tenu de ces interactions, on peut
constater que la mesure des taux d'antioxydants individuels ne fournira qu'un apercu limité de
la capacité antioxydante de I'ndte en réponse a divers traitements. Le développement de tests
pour mesurer la capacité de réduction globale d'un systéme vise a surmonter ce probleme
(Wood et al., 2006).

Le tableau 29 résume le principe des méthodes de dosage des enzymes antioxydantes
ainsi que le dosage du MDA.

Tableau 29. Principes du dosage de quelques parametres biologiques intervenant dans le

processus oxydatif.
Elément a doser Principe du dosage Références

La concentration du MDA est souvent déterminée a l'aide de
I'acide thiobarbiturique (TBA). Le MDA est dérivé avec le

Malondialdehyde . " Placer et al.,
y TBA pour former le produit d'addition MDA-TBA (
(MDA) . e i 1966)
fluorescent, qui est le plus souvent quantifié a l'aide d'un
dosage spectrophotométrique.
La mesure de 1’activité de catalase repose sur la (Aebi et
Catalase détermination de la constante de décomposition du peroxyde Catalase,
d'hydrogéne par I'enzyme CAT. 1974)
Le principe de la méthode repose sur I'empéchement de la
réduction du nitrobluetetrazolium (NBT) présent dans le
Superoxyde milieu réactionnel en raison des radicaux superoxydes (Sunetal.,
dismutase générés lors de la réaction enzymatique entre la xanthine et la 1988)
xanthine oxydase, par la SOD présente dans I'échantillon
(sang/tissus).
. Le dosage repose sur la mesure de la vitesse de disparition de
Glutathion ge rep N . P P , (Neagu et al.,
NADPH, H* oxydé en NADP* qui s'accompagne d'une
peroxydase 2011)

diminution de I'absorbance a 340 nm.
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4.7.4 Efficacité antioxydante de la propolis dans les modeles in vivo

L’emploie de propolis comme supplément nutritionnel a été rapporté particulierement
pour ses propriétés antioxydante qui favorisaient la protection des organismes vivants contre
le stress oxydatif provoqué par 1’exposition a de nombreux agents chimiques nocifs.

D’apres les résultats de Yonar et ses collaborateurs (2014), I’administration de I’extrait
éthanolique de propolis a des doses de 5mg/kg et 100mg/kg a diminué la gravité du stress
oxydatif induit par I’exposition des poissons au chrome dans différents tissus, principalement
au moyen de I’amélioration de 1’état de performance du systéme antioxydant enzymatique.

Les chercheurs ont observé la diminution du niveau de MDA dans le sang, ce qui pourrait
étre d0 a la capacité de la propolis a réduire I'accumulation des radicaux d'anions superoxyde
générés pendant la peroxydation lipidique induite par le chrome. Le traitement simultané avec
la propolis a entraine une diminution significative de I'activité de SOD dans le sang et les tissus.
Cette diminution a été attribuée a I'inhibition de la génération de radicaux d'anions superoxyde
ou a l'activité potentielle de piégeage des radicaux libres par 1’extrait de propolis. lls ont
également rapporté une augmentation de I’activités de CAT, ce qui pourrait étre d0 a la capacité
de la propolis a éliminer l'accumulation de chrome qui a bloqué I’activité de cette enzyme.
Ainsi, la co-administration de propolis avec le chrome a montré une stabilité dans I’activité des
enzymes GSH et GPx ce qui confirme son effet protecteur.

Dans une autre approche, Ahmed et son équipe (2017), ont évalué I’effet antioxydant
d'un extrait de propolis sur I'ischémie myocardique induite chez le rat sur la base des dosages
de plusieurs marqueurs biochimiques en plus des résultats histopathologiques du cceur.

D’une part, le prétraitement avec la propolis a amélioré de maniére significative les
niveaux des enzymes antioxydantes telles que la SOD, GPx, et GSt par rapport aux niveaux
mesurés pour les rats traités avec un catécholamine synthétique (un agoniste des récepteurs p-
adrénergiques) qui provoque un stress sévere pour le myocarde.

D’autre part, ils ont observé une amélioration dans le taux de tous les marqueurs
d'enzymes, ce qui indique que la propolis contribue a maintenir I'intégrité de la membrane du
cceur contre les Iésions oxydatives, limitant ainsi la fuite des enzymes.

Ainsi, I’extrait de propolis a restauré de maniére significative les altérations du statut des
lipoprotéines, ce qui assure la limitation de la progression des plaques d’athérome, maintenant
la fluidité et la fonction normales du myocarde.

Les résultats histopathologiques ont montré 1’absence de nécrose et une diminution de

I’inflammation dans les cceurs prétraités par 1’extrait de propolis.
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Au cours de la réalisation de ce modeste mémoire, le passage par plusieurs productions
scientifiques sur le pouvoir antioxydant de propolis nous a permis de témoigner a la fois le
progrés et 1’évolution de cet axe de recherche. Cependant, on a observé que malgré la
disponibilité de nombreuses publications scientifiques traitant la composition chimique de la
propolis et ses propriétés antioxydantes, la connaissance des constituants actifs de ce produit
contre les dommages du stress oxydatif est loin d'étre compléte. L’analyse des publications
scientifiques sélectionnées dans cette étude a montré que la composition chimique de propolis
est trés complexe et varie fortement en fonction de plusieurs facteurs qui ne se limitent pas aux
conditions exercées par la nature sur la fabrication de cette résine mais qui s’étalent aux choix
des outils et des instruments de manipulation par les chercheurs. La seule fagcon de normaliser
la propolis est de spécifier des normes multiples pour différents types de propolis selon le profil
chimique correspondant.

A travers ’analyse systématique et descriptive de 20 publications scientifiques sur le
pouvoir antioxydant de la propolis, nous avons pu tirer que la propolis brésilienne est largement
étudiée, car le brésil dispose d’une variété de reliefs et de climats qui favorisent la disponibilité
de plusieurs ressources naturelles. La richesse floristique de ce pays implique la disponibilité
de plusieurs types de propolis qui méritent d’étre valoriser et investiguer.

Cinguante pourcents des articles sélectionnés ont exploité plusieurs activités biologiques
de la propolis en association a son effet antioxydant, ce qui donne plus de valeur aux
échantillons testés, implique le grand potentiel thérapeutique de ce produit et confirme la
possibilité d’usage multiple de la propolis. L’effet bactéricide de la propolis est le plus
largement documenté en association a 1’activité antioxydante.

Il semblerait que la propolis issue des différentes variétés d’abeille Apis mellifera sont
les plus exploitées. Cependant notre analyse a montré qu’Apis mellifera n’est pas la seule
espéce d’abeille qui soit en capacité de produire de la propolis. Il existe d’autres especes
d’abeilles, qui peuvent également produire une substance analogue a la propolis. On parle des
tribus des Trigones et des Melipones qui produisent la geopropolis, qui mérite d’étre
investiguer en profondeur.

On aremarqué que dans 55% des études, les chercheurs se contentent de citer uniquement
le nom des vegétaux disponibles a proximite des ruches étudiées. L attribution des échantillons
de propolis a leur source botanique appropriée est une procedure tres difficile surtout dans les

terrains qui disposent d’une variété d’especes végétales mais la connaissance de ces sources
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n'est pas seulement d'intérét académique. Elle pourrait étre utilisé comme support pour la
standardisation chimique des types de propolis.

Toutes les études passent par une étape d’extraction. Une utilisation médicale a grand
¢chelle nécessite des méthodes d’extraction et de purification afin d’obtenir des solutions dans
lesquelles les constituants de la propolis seront identifiables et quantifiables. La macération
simple est la technique la plus employée. Cependant 1’analyse des études montre que
I’extraction par ultrasons offre un meilleur rendement. L’analyse des études a montré que
1’éthanol a 70% est le meilleur solvant pour extraire la propolis.

On a également remarqué que toutes les études sélectionnées ne visaient pas a déterminer
le profil chimique complet, mais se sont limitées a la classe des phénols. Un apercu détaillé sur
la composition chimique de la propolis peut contribuer a une meilleure compréhension de son
potentiel antioxydant. Notre analyse systématique a montré que la composition chimique de
propolis varie selon plusieurs facteurs qui sont souvent négligés par les chercheurs comme les
caractéristiques phytogéographiques de la région d’étude, la race d’abeille, la saison et la
méthode de récolte et les conditions de traitement et de conservation.

Conscient de I’impact négatif des multiples lacunes dans I’axe de valorisation de la
propolis sur la qualité des résultats obtenus dans ce domaine, il serait intéressant de réaliser
dans les prochaines études systématiques un choix non aléatoire des articles, fondé sur la
sélectivité des etudes existant dans cet axe en fonction des facteurs de variabilité chimique tels
que les caractéristiques phytogéographiques comme criteres d’inclusion. Ceci permettra de
recueillir avec précision les projets qui ont travaillé sur ces critéres et de traiter chaque facteur
individuellement dans des études distinctes qui vont assurer a la fois la comparaison et la
classification des sources et des especes ¢tudiées. Il serait également pertinent d’inclure un
effectif ¢leveé d’études réalisées sur le pouvoir antioxydant de propolis, d’explorer d’autres
activités biologiques et d’analyser d’autres critéres comme la tragabilité des conditions de
production, I’influence des conditions de manipulation sur le rendement d’extraction et de
vérifier la compatibilité des formes galéniques, des modes d’administration et des posologies
avec les modéles animaux étudiés. Les chercheurs intéressés par ce domaine doivent
reconsidérer les facteurs négligés lors de la réalisation des études sur la propolis, en particulier
I’influence exercée par 1’écosystéme sur sa composition chimique. L’investigation des
propriétés thérapeutiques des autres classes chimiques moins exploitées que les phéenols et la
considération des interactions (synergie/antagonisme) des biomolécules actives issues de cette

résine vont permettre de mieux comprendre ses vertus thérapeutiques.
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Résumé

Les preuves scientifiques émergentes sur les propriétés thérapeutiques de la propolis et surtout son
potentiel antioxydant ont suscité 1’intérét de I’industrie pharmacologique. Cependant, le manque de
standardisation et de systéme certifié de contr6le de la qualité constitue un obstacle dans la formulation
d’une norme universelle pour ce produit apicole. L’objectif de notre étude était d’analyser a travers une
étude descriptive, comparative et statistique, les différentes approches adoptées pour la valorisation du
potentiel antioxydant de la propolis et de mettre en évidence 1’influence de nombreux facteurs sur sa
composition chimique. Les données de 20 publications scientifiques identifiées sur la base PubMed,
ont été examiné selon les directives de PRISMA. Les résultats ont montré que les chercheurs associent
souvent 1’activité antioxydante de propolis a ses composés phénoliques qui sont largement valorisés par
rapport & d’autres classes chimiques. De plus, notre analyse a montré que I’intensité de la capacité
antioxydante de la propolis est largement influencé par sa composition chimique qui est trés variable et
dépend de plusieurs facteurs qui sont souvent négligés par les chercheurs comme les caractéristiques
phytogéographiques du site de récolte, le climat et ’espece d’abeille, les conditions de conservation, le
choix des solvants et des techniques d’extraction et d’identification. Nos résultats suggérent qu’il est
trés important d’analyser en profondeur les études réalisées dans cet axe de recherche, d’analyser
d’autres critéres et activités biologiques, de considérer les facteurs clé de variabilité chimique et
d’étudier les interactions entre les molécules bioactives de la propolis afin de mieux comprendre son
potentiel antioxydant.

Mots clés : Activité antioxydante, propolis, PRISMA, étude systématique, composition chimique.

Abstract

The emerging scientific evidence on the therapeutic properties of propolis and especially its antioxidant
potential has attracted the interest of the pharmacological industry. However, the lack of standardization
and a certified quality control system is an obstacle in the formulation of a universal standard for this
product. The objective of our study was to analyze through a descriptive, comparative and statistical
study, the different approaches adopted in the study of the antioxidant potential of propolis and to
highlight the influence of many factors on its chemical composition. Data from 20 scientific
publications identified on the PubMed database were reviewed according to PRISMA guidelines. The
results showed that researchers often associate the antioxidant activity of propolis with its phenolic
compounds, which are widely valued compared to other chemical classes. In addition, our analysis has
shown that the intensity of the antioxidant capacity of propolis is largely influenced by its chemical
composition which is highly variable and depends on several factors that are often overlooked by
researchers such as phytogeographic characteristics of the harvesting site, the climate and the bee
species, storage conditions, choice of solvents, extraction and identification techniques. Our results
suggest that it is very important to analyze in-depth the studies carried out in this research area, to
investigate other criteria and biological activities, consider the key factors of chemical variability and
study the interactions between the bioactive molecules of propolis to better understand its antioxidant
potential.

Key words: Antioxidant activity, propolis, PRISMA, systematic study, chemical composition.



