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Abstract

Agqueous and ethanolic extracts of propolis (AEP and EEP) samples collected from four
locations of the Setif region, Algeria, were prepared and evaluated for the chemical
composition by GC/MS and biological activities. 20 to 28 compounds and 30 to 35
compounds were identified in the aqueous and ethanolic extracts respectively. All propolis
samples had relatively strong antioxidant activities, and were also correlated with the total
polyphenol and flavonoid contents. Total flavonoid and polyphenol contents of extracts of
propolis samples, were in the range of 3,047+0,004-132,952+0,016mg/g and
96,833+0,027-600+0,017mg/g crude extract of propolis, respectively. Furthermore, the
antimicrobial activity of the propolis extracts against two marine pathogenic and one no
pathogenic bacteria was evaluated. The bactericidal activity of ethanolic extracts was very
high against Shewanella putrefaciens, average against Photobacterium damselae and very
low against Vibrio harveyi. The lowest bactericidal activity was always found for the
aqueous extracts. Finally, the in vitro effects of propolis on gilthead seabream (Sparus
aurata L.) leucocyte activities were measured. Both the ethanolic and two aqueous extracts
(from Babor and Ain-Abbassa) provoked a significant decrease in cell viability when used
at concentrations of 100 and 200 ug/mL. Furthermore, significant inhibitory effects were
recorded on leucocyte respiratory burst activity. This effect was dose-dependent in all
cases except for Boutaleb extracts sample. Our findings suggest that some of Algerian
propolis extracts have bactericidal activity against important bacterial pathogens in
seabream and significantly modulate in vitro leucocyte activities, confirming their potential

as a source of new natural biocides and/or immunomodulators in aquaculture practice.

Keywords: Algerian propolis; GC-MS analysis; Polyphenol content; Antioxidant activity;
bactericidal activity; Gilthead seabream (Sparus aurata L.); Innate immunity.



Résumé

Des extraits aqueux et éthanoliques d'échantillons de propolis (AEP et EEP) récoltés dans
quatre localités de la région de Sétif, en Algérie, ont été préparés et évalués pour leurs
compositions chimiques par GC/MS et activités biologiques. 20- a 28 et 30 & 35 composés
ont été respectivement identifiés dans les extraits aqueux et éthanoliques. Tous les
échantillons de propolis ont montré des activités antioxydantes relativement fortes, qui
étaient également corrélés avec le contenu total en polyphénols et en flavonoides. Les
teneurs totales en flavonoides et en polyphénol des extraits d'échantillons de propolis se
situaient dans la gamme de 3,047 £ 0,004-132,952 + 0,016 mg/g et 96,833 = 0,027-600 +
0,017 mg/g d'extrait brut de propolis, respectivement. L'activité bactéricide des extraits
éthanoliques était tres élevée contre Shewanella putrefaciens (non pathogéne), alors qu’elle
était moyenne contre Photobacterium damselae et trés faible contre Vibrio harveyi deux
bactéries pathogénes marines. La plus faible activité bactéricide était toujours celle trouvée
pour les extraits aqueux. Enfin, les effets in vitro de la propolis sur les activités des
leucocytes de la dorade dorée (Sparus aurata L.) ont été étudiés. Les extraits éthanoliques
et deux extraits aqueux (de Babor et de Ain-Abbassa) ont provoqué une diminution
significative de la viabilité cellulaire lorsqu'ils sont utilisés & des concentrations de 100 et
200 pg / mL. En outre, des effets inhibiteurs significatifs ont été enregistrés sur l'activité du
Burst respiratoire des leucocytes. Cet effet était dose-dépendante dans tous les cas sauf
dans le cas de I’échantillon de Boutaleb. Les résultats obtenus suggerent que certains des
extraits de propolis algériennes ont une activité bactéricide contre d'importants agents
pathogénes bactériens de la dorade et des activités de leucocytes in vitro significativement
modulables, confirmant leur potentiel en tant que source de nouveaux biocides naturels et /

ou immunomodulateurs dans la pratique de I'aquaculture.

Mots-clés: Propolis algérienne; Analyse GC-MS; Teneur en polyphénol; Activité

antioxydante; Activité bactéricide; Dorade dorée (Sparus aurata L.) ; Immunité innée.
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Introduction générale



Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont
toujours été une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30%
de tous les médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont dérivés des
produits naturels (des plantes, des animaux, des bactéries et des champignons): En dépit de
cela, dans les dernieres décennies, principalement en raison de I'avancee de la chimie de
synthese, la recherche sur les produits naturels dans I'industrie pharmaceutique a connu un
lent déclin. Toutefois, des données récentes de I'industrie pharmaceutique montrent que,
pour certaines maladies complexes, les produits naturels représentent toujours une source
extrémement précieuse pour la production de nouvelles entités chimiques, car ils
représentent des structures privilégiées choisies par les mécanismes d'évolution sur une
période de millions d'années. En effet, la recherche scientifique a tendance a se focaliser
sur I’exploration de ces substances qui constituent une alternative prometteuse aux
anciennes substances d’origine synthétique. Face a cette situation préoccupante, d’énormes
efforts sont consentis dans le domaine de la recherche médicale en vue de trouver de

nouvelles molécules naturelles actives efficaces et non toxique (Sforcin et Bankova, 2011).

Les produits de la ruche sont depuis des millénaires exploités par I'homme. lls sont
issus de substances naturelles, produits par les abeilles. Leurs utilisations assurent un bon
marché et représentent un revenu d’appoint pour 1’apiculteur. Parmi ces produits, la
propolis est définit comme un reméde naturelle utilisé depuis I'antiquité, et aussi est une
résine végétale. Elle est collectée par les abeilles et a une odeur balsamique et une couleur
variable selon ses origines végétales. En effet, la propolis ou colle d’abeille est un mélange
complexe de plusieurs composés organiques, et inorganiques, utilisée par 1’abeille comme

colle, enduit et antibiotique (Bogdanov, 2016).

Dans le monde entier, de nombreuses études sont consacrées a la propolis, source
importante de composés phénoliques, notamment les flavonoides; divers substances
de propolis récoltées de différente régions du monde ont été identifiées; dont les acides
phénoliques, les flavones, les flavonols et les flavanones marquent leurs présence
permanente (éléments standards de la propolis). En outre, les activités antimicrobiennes de
la propolis ont généralement été attribuées aux flavonoides, bien que d'autres composants
présents dans les propolis puissent également présenter des actions inhibitrices contre les
microorganismes (Burdock, 1998; Banskota et al., 2001; Duarte et al., 2006).

En plus de son activité antimicrobienne, d'autres propriétés biologiques et

pharmacologiques ont également été attribuees a la propolis, y compris les activités




antiinflammatoires, antitumorales, cytotoxiques, hépatoprotectives, antioxydantes,
hématostimulantes et immunomodulatrices (Banskota et al., 2000; Ahn et al., 2004,
Orsolic et Basic, 2005; Sforcin, 2007).

L'aquaculture est le secteur de la production alimentaire le plus rapide dans le monde
(Subasinghe, 2005). Dans les grandes installations de production, ou les animaux
aquatiques sont exposés a des conditions de stress, des problemes liés a la maladie se
produisent souvent, ce qui entraine de graves pertes économiques. Les tentatives visant a
prévenir ou & contrdler au moins ces maladies ont également conduit a une augmentation
substantielle de l'utilisation des produits vétérinaires et de la pratique (FAO, 2004), y
compris les agents chimiothérapeutiques et un nombre limité de vaccins. Cependant,
I'utilisation d'antibiotiques a été sérieusement critiquée pour les souches bactériennes
résistant aux antibiotiques qui peuvent se développer. En outre, lI'oxytétracycline peut
réduire I'immunité naturelle des poissons, ce qui augmente le risque d'infection par des
agents pathogenes non bactériens tels que les virus, les champignons et les parasites. Dans
ce contexte, les vaccins sont habituellement administrés par injection plutét que par
complément alimentaire ou par immersion. Au cours de la derniére décennie, la recherche
sur les immuno-stimulants chez les poissons a augmenté en raison de la large gamme de
parasites, de champignons, de virus et, en particulier, de bactéries qui affectent la
production de poisson (Anderson et al.,, 1992). Les immunostimulants renforcent
principalement la réponse immunitaire non spécifique des poissons et sont généralement
des composants structuraux des parois cellulaires des algues, de bactéries ou de levures,
I'accent sur I'augmentation des produits naturels (Clark et al., 2000).

Compte tenu de toutes ces considérations, le présent travail a été congu pour étudier la
composition chimique, les propriétes antioxydantes, I'activité bactéricide et les effets sur
les réponses immunitaires innées de la dorade (Sparus aurata L.) de huit extraits
(éthanoliques et aqueux) de la propolis algérienne obtenus a partir de quatre sites dans la

région de Sétif, et d’exploiter ses vertus. Elle a été motivée par :
- La volonté de valoriser un sous-produit de la ruche;

- La nécessit¢ d’analyser un produit local, et d’établir sa carte d’identité en

déterminant sa composition chimique;

- Avoir une connaissance des principaux €éléments chimiques présents dans la

propolis Algérienne, afin d’améliorer son utilisation;

-



- La mise a la disposition des populations d’un produit naturel, présentant une

activité thérapeutique inestimable;

Notre document sera donc composé de trois chapitres, initié par une recherche
bibliographique sur un abrégé de I’histoire et I’étymologie de la propolis d’abeille, ainsi
que son utilisation au cours des siécles, la composition complexe de la propolis et ses
activités biologiques, ainsi que les résultats de la composition chimique des différents

travaux qui ont été réalisés dans ce sens.

La partie pratique est subdivisée en deux chapitres, le premier chapitre présente les
méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail a savoir:

v' Etude des taux d’extraction par différents solvants organiques: éthanolique
et aqueux;

v Détermination de la composition chimique des échantillons par GC/MS.

v Quantification de quelques familles de ses principaux composés tels que les
polyphénols et les flavonoides.

Le deuxiéme chapitre €élucide :

v' Evaluation de son activité antioxydante par deux méthodes : test au DPPH et
le test de blanchissement du f-caroténe. Ainsi que I’estimation de la capacité
des extraits de la propolis a piéger les radicaux libre ;

v' Etude de D’activité antibactérienne des extraits de propolis contre deux
bactéries marines pathogeénes ;

v’ Effets in vitro des extraits de la propolis sur les réponses immunitaires innées de
la dorade. Les leucocytes de la dorade de Gilthead (Sparus aurata L.) ont été
utilisés comme modele puisque la dorade est I'un des poissons les plus
importants de I'aquaculture.

Enfin, les deux chapitres discutent les resultats obtenus dans cette étude.

-



Partie théorique



Chapitre | :
Etude bibliographique



La propolis, ou «colle d'abeille», est I’'un des produits de la ruche, autre que le miel
bien connue des apiculteurs. La propolis a montré son efficacité contre une variété de
bactéries, de virus, de champignons et de moisissures. Elle s'est méme avéré étre un

immunostimulant non spécifique (Castaldo et Capasso, 2002).

Le mot est dérivé du grec pro (avant) et polis (ville). La propolis est utilisée comme
bouclier protecteur a l'entrée de la ruche (Figure 1). Elle est également utilisée pour
combler les fissures dans la ruche, pour rattacher les coins des cadres aux rainures dans la
ruche, et aussi pour polir les cellules du nid d'abeilles. Les cadavres des intrus qui ne
peuvent étre évacués tels que Iézards, serpents et souris sont embaumés avec de la colle
d'abeille, protégeant ainsi la colonie contre la flore désagréable et la flore bactérienne des

cadavres en putréfaction (Ghisalberti et al., 1978; Bankova et al., 2000).

Figure 1 : Les abeilles réduisent 1’entrée de la ruche par la propolis (http://www.encyclopedie-

universelle.net).

I.1. Histoire de la propolis

Des I'Antiquité, la propolis était employée comme moyen thérapeutique contre les
affections de la peau, les plaies et les suppurations. Egyptiens, Grecs, Romains, Mayas
utilisaient les produits issus de la ruche a des fins préventives, curatives et alimentaires.
La propolis avait un role religieux dans I'Egypte ancienne (3200 & -1100 ans av JC), les
Egyptiens utilisaient cette résine pour embaumer les morts, elle était réputée pour
ses propriétés conservatrices et son ardme. On l'employait aisément lors de la
momification (Crane, 1999). Les Grecs (700 a -600 ans av JC), ont observé que cette
substance résineuse se situait a I'entrée de la ruche comme barriére de protection contre
les prédateurs (Golder, 2004).




Dans la Rome Antique, les soldats romains, eux, partaient au combat avec un
morceau de propolis pour cicatriser leurs futures plaies. La propolis était réputée pour
réduire les cedémes, apaiser les douleurs nerveuses et guérissait les plaies cutanées ou
encore les abces (Ransome, 1937). Durant la méme période, en Amérique du Sud, les Incas
utilisaient la propolis comme antiseptique. Hippocrate recommandait la propolis pour la

guérison des plaies et des ulcéeres (Viel et Dore, 2003).

Les Arabes connaissaient aussi la propolis. Avicenne a parlé de deux sortes de cire: la
cire propre et la cire noire, cette derniere étant probablement la propolis. Il a dit: «par sa
forte odeur, elle fait éternuer...» et «Elle a la qualité de faire éliminer les pointes des
fleches et des épines, raréfie, nettoie facilement et amollit fortement» (Crane, 1999;
Fearnley, 2001).

Au XVIéme siccle, elle servait a cicatriser les blessures de fléches. C’est surtout au
XVIII et X1Xeme siecle que la propolis fut utilisée pour panser les plaies. Elle était tres
répandue sur les champs de batailles notamment lors de la guerre des Boers en Afrique du
Sud pour soigner les soldats et accélérer le processus de cicatrisation. Elle était reconnue

pour son action antiseptique, anesthésique et cicatrisante (Ransome, 1937; Fearnley, 2001).

1.2. Caractéristiques, origines et composition chimique de la propolis

La propolis est une matiére lipophile, dure et cassante a froid, mais devient molle,
souple, caoutchouteuse et trés collante a chaud (Hausen et al., 1987). Elle posséde une
odeur aromatique caractéristique et agréable et une couleur variant du jaune-vert, au rouge
et au brun foncé en fonction de sa source et de I'age de 1’abeille (Marcucci, 1995; Bankova

et al., 2000).

1.2.1. Composés principaux de la propolis

La propolis est un mélange complexe composé de dérivés végétaux et de composés
libérés par les abeilles. La proportion des différentes substances est variable et dépend du
lieu et du moment de la collecte (Ghisalberti et al., 1978), mais en général, la propolis
brute se compose d'environ 50% de résines, 30% de cires, 10% d'huiles essentielles, 5% de
pollen et 5% de divers composés organiques (Burdock, 1998; Park et al., 2002; Pietta et
al., 2002).

La connaissance de la propolis a enregistré une évolution importante au fil du temps, en

raison des études exhaustives concernant sa composition chimique et ses activités




biologiques. Dans les années 60, on a pensé que, malgré sa complexité, la composition
chimique de la propolis était plus ou moins constante. Néanmoins, I'analyse d'un grand
nombre d'échantillons provenant de différentes origines géographiques a révélé que la
composition chimique de la propolis est trés variable et difficile & standardiser. Cette
composition dépend de différents facteurs tels que la végétation, la saison et les conditions
environnementales du site de la collecte (Bankova, 2005; Sforcin et Bankova, 2011; Barlak
etal., 2011).

Marcucci (1995) et Bankova (2000) ont enregistré plus de 300 substances composant
la propolis. Des rapports ultérieurs ont d’ailleurs montré la présence de composés jamais
mentionnés auparavant (Khalil, 2006; Fokt et al., 2010; Falcao et al., 2010; Falcao et al.,
2013).

Généralement, les principaux constituants de la propolis sont la résine et les matieres
volatiles, qui sont des substances obtenues a partir d'une variété de processus botaniques
dans différentes parties des plantes, et de la cire d'abeille (Bankova, 2005). Les composés
typiques sont résumés dans le Tableau 1. Les sources de plantes varient entre les
différentes parties du globe, conduisant & une panoplie de composés. Dans une revue sur la
normalisation de la propolis, différents types de résine ont été proposés: propolis de
peuplier, bouleau, vert, rouge, «Pacifique» et «Canarien» (Bankova, 2005; Fokt et al.,
2010).




Tableau 1: Composes caractéristiques de la propolis de différentes origines géographiques et de la source végétale respective

Sources végétales

Méditerranéen

Populusspp. Cistusspp.

Pinocémbrine, pinobanésine et son acétate, chrysine, apigénine, pectolinarigénine, pilosine, ladanéine, galangine, naringénine, tectochrysine, méthoxychrysine, esters

(Piccinelli et al., 2013)

Algérie prényliques des acides caféiques, acides feruliques, acides diterpéniques comme I'acide hydroxyditerpénique, le labdane et le clérodane
Suisse P. tremula Le p-coumarate de benzyle, le férulate de benzyle et les glycérides phénoliques tels que le dicoumaroylacétylglycerol, le diféruloylacétylglycerol, le (Bankova et al., 2002)
ferouloylcumaroyleacétyl glycérol et le caffeoylcoumaroylacétylglycerol
Malte Ferulaspp., Probablement Les acides diterpéniques tels que I'acide isocupressique, communique, pimarique et imbricatoloique, conjointement avec le totarol et le 13-epitorulosal (Popova et al., 2010a)
Ferulacommunis
Turquie Populusspp., Eucalyptus spp., Et La pinocémbrine, le pinobanksin et son acétate, les esters prényliques de I'acide caféique, les acides feruliques, les acides diterpéniquescomme les acides pimarique, (Velikova et al., 2000 ;
Castaneasativa isopimarique, abiétique, dihydroabiétique, cinnamylcinnamate et oléate d'éthyle, les esters d'acide aromatique tels que le cinnamate de benzyle, I'acide Silici et al.,2007 ; Duran et
benzenedicarboxylique et les flavanols tels que le benzopyranne et chrysin al., 2011)
Gréce Probablement Coniferspp. Les flavonoides, les acides diterpéniques tels que isocupressic, pimarique, et les acides communic, isoagatholal, agathadiol, ferruginol, 8-éléméne et totarol (Popova et al., 2010a ;

Celemi et al., 2013)

Europe, Amérique du Nord,
Nouvelle-Zélande, et les zones
tempérées de I'Asie

Populusspp., Plus principalement
P. nigra

Pinocémbrine, pinobanksine, chrysine, galangine, acide caféique, acide férulique, acide cinnamique et leurs esters

(Bankova et al., 2000 ;
Falcao et al., 2010 ; Sun et
al.,2012)

Brésil
Propolis rouge
Propolis vert

Baccharis spp.,Principalement B.
dracunculifolia
Dalbergia ecastaphyllum

Les phénylpropanoidesprénylés, les acides phénoliques, les acides p-coumariquesprénylés, les acétophénones, les acides diterpéniques, les acides caffeoylquiniques, le
kaempferide, I'isosakuranétine et le kaempferol
Formononetin, isoliquiritigenin, liquiritigenin, medicarpin et biochanine A

(Bankova, 2005 ;Park et
al., 2002 ; dasilva et al.,
2013 ;Daugch et al.,
2008 ; Silvaetal.,

2008 ;Bankova et al.,
2000)

Russie

Betulaspp.,Plus spécifiquement
B. verrucosa, B. pendula et B.
Pubescens

Les acides cinnamiques, les sesquiterpénols de phénylpropanoide, l'acacétine, I'apigénine, I'émanine, la rhamnocitrine, le kaempferide, I'a-acétoxybétulénol

(Bankova et al., 2000 ;
Isidorov et al., 2014)

Cuba, Venezuela

Australie

Apis mellifera,
Stingless abeille
Tetragonulacarbonaria

Clusiaspp.,Plus spécifiquement
C. roseaet C. minor

Acacia paradoxa
C. torelliana (résine de fruits)

Les benzophénones polyisoprénylées, plus spécifiquement la nemorosone, le xanthocymol et la guttiferone E

La xanthhorrhée, le ptérostilbéne, la sakuranétine, la pinostrobine, les stilbénes, le tétrahydroxystilbéneprénylé, les acides cinnamiques prénylés, les flavanones, les
flavonols, les chalcones

(Bankova, 2005 ; Cuesta-
Rubio et al., 2002)

(Abu-Mellal et al., 2012 ;
Tranetal., 2012 ;
Ghisalberti et al., 1978 ;
Massaro et al.,2014 ;
Leonhardt et al., 2011)

Afrique
Nigeria Probablement M. schweinfurthii Isoflavonoides, isoflavonoidesprénylés et stilbénoides. (Zhang et al., 2014 ;
Kenya Les triterpenes, les lignanes d'arylnaphtaléne tels que la tétrahydrojusticidine B et la 6-méthoxydiphylline, les geranylstilbenes et la macarangine de geranylflavon. Petrova et al., 2010)
Cameroun Triterpénes, dérivés de I'amyrine et du lupeol et des flavonoides diprényliques (Papachroni et al., 2015)
Congo
Ethiopie Probablement Acacia spp. Les triterpénoides tels que les o et B-amyrines, les acétates o et B-amyryle, le lupeol et les acétates o et B-lupeyle (Rushdi et al., 2014)
Oman Azadirachtaindica, Acacia spp. Les triterpenes, les flavanonesprénylées telles que la 7-O-méthyl-8-prénylnaringénine, la 3, 8-diprénylnaringénine et la 8-prényl-5,7-dihydroxy-3 - (3-hydroxy-3- (Popova et al., 2013)
Et Mangiferaindica méthylbutyl) -4-méthoxyflavanone, Chalcones, cardanol, cardols et acides anacardiques
Thailande Arbres Styrax Phenylallylflavanone, (E) -cinnamyl- (E) -cinnamylidénate (Athikomkulchai et al.,

2013)

La région du Pacifique
Okinawa, Hawaii et Taiwan

Macaranga tanarius

Les prénylflavonoides, plus spécifiquement I'isonymphéol-B, le nymphéol-A, le nymphéol-B, le nymphéol-C, les propolines, la 3-géranyl-naringénine

(Kumazawa et al., 2004a ;
Inui et al., 2014 ; Chen et
al., 2012)

Indonésie, Myanmar

Mangiferaindica

Alk (én) ylrésorcinols, les triterpénes de type cycloartane, les cycloartanes et les flavanonesprénylées

(Trusheva et al., 2011 ; Li
etal., 2009)

Tles Canaries

Inconnu

Furofuranlignans

(Bankova et al., 1998 ;
Christov et al.,1999)




Les échantillons de propolis de peuplier (par exemple d'Europe, d’/Amérique du Nord, de
Nouvelle-Zélande et des zones tempérées d'Asie) sont principalement composés de
flavonoides, d'acides phénoliques et de leurs esters (Bankova, 2000; Falcao et al., 2010; Sun
et al., 2012), nettement différents des autres types de propolis (Tableau 1). La propolis
portugaise, bien que semblable a celle trouvée dans tous les échantillons européens, contient
également de nouveaux derives méthylés, estérifies et hydroxylés des flavonoides et des
dérivés pinocébrine/pinobantaines contenant une fraction dérivée de l'acide phényl

propanoique dans leur structure (Falcao et al., 2010 ; Falcao et al., 2013).

La propolis de type peuplier est sans doute la plus étudiée, mais il existe de nombreux
autres types de propolis. Des études récentes ont révélé un nouveau type de propolis
européen: la propolis méditerranéenne. Ce type de propolis se distingue par la forte
concentration de diterpénoides et se retrouve dans de nombreuses régions comme la Grece
(Popova et al., 2010a; Celemli et al., 2013), la Suisse (Bankova et al., 2002), Malte (Popova
et al., 2011), la Turquie (Velikova et al., 2000; Silici et al., 2007; Duran et al., 2011) et
I'Algérie (Piccineli et al., 2013).

La propolis des régions tropicales, comme le Brésil, Cuba, le Venezuela et le Chili, a attiré
beaucoup d'attention ces dernieres années en raison de ses profils chimiques particuliers. Les
phényl propanoides prénylés, les acides p-coumariques prénylés, les acétophénones, les acides
diterpéniques et les acides caffeoyl quiniques sont trés répandus et abondants dans la propolis
du Brésil, principalement de la région sud-est (Bankova et al., 2000; Bankova, 2005; Falcao
et al., 2013). Les flavonoides comme le kaempferide et I’isosakuranétine et quelques dérivés
de kaempferol ont également été trouvés dans des échantillons brésiliens (Park et al., 2002).
De plus, la propolis rouge des régions nord-est du Brésil présente des concentrations élevées
d'acides phénoliques et des flavonoides tels que: formononétine, isoliquiritigenine,
liquiritigenine, medicarpin et biochanine A (Daugsch et al., 2008; Silva et al., 2008; da Silva
et al., 2013). La propolis Cubaine est particulierement riche en benzophénones poly
isoprenylés, plus spécifiquement le nemorosone, alors que la teneur en xanthochymol et
guttiferone E est relativement faible (Cuesta-Rubio et al., 2002; Bankova, 2005). Ce qui rend
ce type d'échantillon chimiquement distinct des deux propolis européenne et brésilienne. La
propolis du Venezuela se compose également de benzophénones poly isoprénylées en plus
des constituants usuels trouvés dans les échantillons des régions tropicales (Tomas-Barberan
et al., 1993; Trusheva et al., 2004; Bankova, 2005).




Les informations sur la composition chimique de la propolis australienne sont trés limitées
malgré la grande biodiversité de I'lle. La propolis de I'lle Kangourou est principalement
composée de stilbénes, dont certains sont prénylés. De plus, elle contient également des
acides cinnamiques prénylés et des flavonoides (Abu-Mellal et al., 2012), comme la 2,3,4-
triméthoxychalcone, la  2-hydroxy-3,4-diméthoxychalcone, la  2,4-dihydroxy-3-
méthoxychalcone, la 5,7-dihydroxy-3-acétate de 2,3-dihydroflavonol (3-acétate de
pinobanksine) et le 3-acétate de 5,7-dihydroxy-6-méthoxy-2,3-dihydroflavonol (Tran et al.,
2012). Alors que la propolis d'Australie occidentale est principalement composée de
Xanthorrhoeol, pterostilbene, sakuranetin et pinostrobin (Ghisalberti et al., 1978). Une étude
assez récente a démontré que la propolis des abeilles Australiennes (Tetragonula carbonaria)

est composeée principalement de flavanones C-méthylées (Massaro et al., 2014).

La propolis du "Pacifique” (de Myanmar et des iles: Okinawa, Taiwan, Hawaii et
Indonésie) est d’une autre particularité. Une nouvelle famille de composés, les prényl
flavonoides, plus spécifiquement I'isonymphéol-B, a été identifié dans la propolis d'Okinawa,
bien que trois composés déja connus, le nympheol-A, le nymphéol-B et le nymphéol-C, aient
également été isolés dans trois échantillons (Kumazawa et al., 2004). Comme la propolis
d'Okinawa, la propolis hawaienne est également composée de neuf prényl flavonoides (Inui et
al., 2014). La propolis taiwanaise est composee de huit prényl flavanones, de nymphéol-A, de
nymphéol-B et de nymphéol-C, de propolines A, B et E, d'isonymphéol B et de 3-géranyl-
naringénine (Chen et al., 2012). Dans un autre échantillon de la région du Pacifique, la
propolis indonésienne, comporte un mélange inséparable de quatre alk(en)yl resorcinols (5-
pentadécylrésorcinol, 5-(8Z,11Z heptadécadiényl) -resorcinol, 5- (11Z- heptadecenyl) -
resorcinol, et 5-heptadécylrésorcinol), ainsi que quatre prényl flavanones, les propolines D, C,
F et G et trois triterpénes de type cycloartanetype, l'acide mangiferolique, l'acide iso
mangiferolique et l'acide 27-hydroxy isomangiférolique ont été identifiés (Trusheva et al.,
2011). En outre, le fractionnement des extraits de propolis du Myanmar a conduit a
I'isolement de deux nouveaux triterpenes de type cycloartane, ainsi que de 13 cycloartanes et

de quatre flavanones prenylées connues (Li et al., 2009).




Dans la propolis des Tles Canaries, un profil phénolique différent a été trouvé, les lignanes
de furofurane étant les composés principaux, dont six ont été isolés et caractérisés comme la
sésamine, I'épéesamine, le méthylxanthoxylol, I'ascomérine, la sesartenine et le yangambin
(Bankova et al., 1998; Christov et al.,1999).

De nombreuses études sur la propolis africaine de différentes régions, comme le Kenya,
I'Ethiopie (Est), le Cameroun, et le Congo (Ouest), ont montré que les triterpénoides sont les
composantes chimiques majeures (Petrova et al., 2010; Popova et al., 2013; Rushdi et al.,
2014; Papachroni et al., 2015). La propolis du sud du Nigeria comporte des composés rares,
car elle présente des isoflavonoides prénylés, comme la propolis rouge brésilienne, et une

abondance élevée de composés stilbénoides (Zhang et al., 2014).

1.2.2. Autres composeés de la propolis

La propolis contient également des sucres et des alcools de sucre (Bankova et al., 1998 ;
2000). Les polysaccharides comme I'amidon et les mono et disaccharides, le glucose, le
fructose, le ribose, le rhamnose, le talose, et le saccharose sont également présents dans la
propolis (Kurek-Gorecka et al., 2014).

La propolis contient en outre des minéraux tels que le magnésium, le calcium, l'iode, le
potassium, le sodium, le cuivre, le zinc, le manganése et le fer. Certaines vitamines comme
B1, B2, B6, C, E et D, ainsi que la provitamine A. Quelques acides gras, ainsi que certaines
enzymes dérivées de la sécrétion glandulaire de I'abeille ou éventuellement du pollen comme
la déshydrogénase succinique, l'adénosine triphosphatase, la glucose-6-phosphatase, la
phosphatase acide, l'a-amylase, la R-amylase, l'a-lactamase, la [-lactamase, la maltase,

I'estérase et la trans hydrogénase (Khalil, 2006; Kurek-Gorecka et al., 2014).
1.3. Propriétés thérapeutiques de la propolis

Les résultats résumés ci-dessous montrent que la propolis posséde des effets
antibactériens, antifongiques, antiviraux, antiparasitaires, antioxydants, hépatoprotectrices,
immunomodulateurs, antitumoraux, antiradiation, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et autres

activités. Ces propriétés en font un bon candidat pour son application en thérapie.




1.3.1. Activité antimicrobienne de la Propolis

L'activité antimicrobienne de la propolis est la propriété biologique la plus importante, qui
a mérité du plus grand intérét scientifique, compte tenu du grand nombre d'études réalisees.
Environ 700 cents documents traitent cet aspect (Bogdanov, 2016). Malgré les grandes
différences de composition des différents types de propolis, elles ont toutes une activité
antimicrobienne. Il semble que c’est la somme des composantes de la propolis qui sont

responsable de I'action antimicrobienne plutot qu’individuelles (Kujumgiev et al., 1999).

1.3.1.1. Activité antibactérienne

La propolis est le produit de Il'abeille ayant l'activité antimicrobienne la plus élevée.
L'activité antibactérienne de la propolis a été confirmée par de nombreuses études
scientifiques et démontrée contre les deux types de bactéries a Gram positif et a Gram négatif,
a la fois aérobies et anaérobies. Bien que la composition de la propolis differe
considérablement en fonction de son origine botanique, tous les types examinés de propolis
ont révéle une forte activité antibactérienne (Bankova, 2005b; Bankova et al., 2007). Cette
activité antibactérienne de la propolis de peuplier et d'autres types de propolis d'origine
géographique et botanique différentes sont similaire (Kujumgiev et al., 1999). Par ailleurs, la
propolis de peuplier recueillie par Apis mellifera caucasica a montré une activité
antibactérienne plus élevée que celle obtenue par Apis mellifera anatolica et Apis mellifera
carnica (Silici et Kutluca, 2005).

L'activité antibactérienne de la propolis contre des bactéries pathogénes ou nocives est
résumée dans le tableau 2 ci-dessous (Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995; Burdock, 1998;
Banskota et al., 2001b; Orsolic et al., 2004; David et al., 2012; Gressler et al., 2012)
La propolis est plus active contre les pathogénes a Gram-positifs malgré que de nombreuses
bactéries a Gram négatives sont également inhibées (Tableau 2).




Tableau 2: Effets de la propolis contre les micro-organismes pathogénes et virus d’aprés
(Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995; Burdock, 1998; Banskota et al., 2001b; Orsolic et al.,
2004; David et al., 2012; Gressler et al., 2012)

Microorganisme

Especes

Bactéries

a Gram positif

Bacillus cereus, Bacillus mesentericus, Corynebacterium spp.,
Corynebacterium diphtheriae, Diplococcus pneumonae, Enterococcus
spp., Mycobacteria sp., Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus: S. critecus, S. epidermis, S. faecalis, S. mutans,

S. pyogenes, S. viridans, S. sobrinus,

Bactéries

a Gram négatif

Branhamella catarrhalis, E. coli, Helicobacter pylori, Klebsiella
mozaemae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella : S.
choleraesuis, S. dublin, S. enteritidis, S. exneri, S. gallinarum, S.
pullorum, S. paratyphi-A, S. paratyphi-B, Shigella dysinteriae, Sh.

sonnei

Champignons

Aspergilus sp., Candida albicans, C. guiliermondi, C. parapsilosis, C.
tropicalis; Cryptococcus sp., Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum, Madurella mycetomi, Microsporum: audoinini, canis,
cepleo, distortum, ferrugeneum, gypseum; Piedrahortae, Phialophora
jeanselmei, Saccharomyces sp., Trichophyton: sp., mentagrophytes,

rubrum, Trichosporon cutaneum

Virus Adenovirus, Coronavirus, Herpes symplex, Influenca A et B virus,
Newcastle disease virus, Polio virus, Vaccinia, Rotavirus; Vesicular

Stomatitis Virus, Coronar virus
Parasites Cholomonas paramecium, Eimeria: magna, media, perforans; Giardia

lambia, Giardia duodenalis, Trichomonas vaginalis, Trypanosoma

cruzi, Trypanosoma evansi

Des recherches ont révélé une activité antibactérienne contre Micrococcus luteus,

Salmonella typhimurium et Klesbsiella pneumonae (Victorino et al., 2007). Bien que des




études antérieures avait prétendu que Listeria monocytogenes n'était pas sensible a la propolis
(Grange et Davey, 1990), des travaux postérieurs ont révélé une activité antibactérienne
significative vis-a-vis de Listeria (Ozcan et al., 2004; Yang et al., 2006). D’autres études ont
montré que la propolis a une activité antibactérienne importante contre 13 pathogenes
végetaux différents (Uzel et al., 2005; Basim et al., 2006).

Avec l'augmentation de la résistance aux antibiotiques, un intérét considérable des
hopitaux pour la propolis comme agent antibactérien est né ces derniéres années. Il a été
montré que la propolis possédait des effets synergiques avec les antibiotiques (Marcucci,
1995; Onlen et al., 2007; Orsi et al., 2006; Scazzocchio et al., 2006; Speciale et al., 2006;
Stepanovic et al., 2003).

L'effet antibactérien de la propolis est bactéricide (Grange et Davey, 1990; Mirzoeva et
al., 1997; Pepeljnjak et Kosalec, 2004), par inhibition de leur mobilité (Mirzoeva et al.,
1997). Chaque type de propolis agit différemment sur 1’activité bactérienne. Savka et al.
(2015), ont montré que l'activité antibactérienne de la propolis de peuplier repose également
sur l'action inhibitrice des molécules du QS (quorum sensing ou communication cellulaire)
appelés aussi quorum sensing inhibitor (QSI). La pinocébrine flavonoide est un important
agent QSI.

1.3.1.2. Activité antifongique

La propolis de peuplier recueillie par Apis mellifera caucasica en Turquie a eu une activité
antifongique plus élevée que celle recueillie par Apis mellifera anatolica et Apis mellifera
carnica (Silici et al., 2005). La propolis a montré des effets fongicides sur : Candida famata,
C. glabrata, C. kefyr, C. pelliculosa, C. parapsilosis et Pichia ohmeri responsables de la
détérioration du jus (Koc et al., 2007). Des recherches récentes sur la propolis du peuplier ont
montré que celle-ci a la plus importante activité antifongique. Elle a été testée sur 40
souches de levure de Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei et Trichosporon
spp. (Koc et al., 2011). En plus des propriétés antifongiques ont été retrouvé chez des propolis

de différentes origines botaniques et géographiques (Kujumgiev et al., 1999).
1.3.1.3. Activite antivirale

La propolis comprend une complexité de composés qui jouent un réle dans la protection
antivirale. Malgre les quelques données disponibles sur cette activite, il a été demontré que la
propolis provenant de différentes régions géographiques aurait une activité antivirale

considérable en agissant a différents niveaux et en interférant avec la réplication de certains




virus (Fokt et al., 2010). C’est le cas de I'Herpés simplex de type 1 et 2, I'adénovirus de type
2, Le virus de la grippe ou le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), entre autres
(Amoros et al., 1992; Marcucci, 1995; Gekker et al., 2005; Sartori et al., 2012).

1.3.1.4. Activité antiparasitaire

La propolis agit contre un certain nombre de parasites (Tableau 2). Ainsi, elle pourrait agir
comme agent protecteur contre les parasites intestinaux, comme Schistosoma mansoni (Issa,
2007) et certains trophozoites exp : Giardia duodenalis (Freitas et al., 2006). La propolis du
Portugal est active contre les Trypanosomas brucei, parasite responsable de la maladie
africaine du sommeil (Falcao et al., 2014).

1.3.2. Activité antioxydante et hépatoprotectrice
1.3.2.1. Activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule capable de ralentir ou d'empécher I'oxydation d'autres
molécules et ainsi d'empécher de tels changements. L'effet antioxydant est en corrélation avec
I'activité anti-inflammatoire et hépato protectrice.

La propolis est remarquable pour ses propriétés antioxydantes et qui est plus actif que le
reste des produits de la ruche en ce qui concerne cette propriété (\Volpi et Bergonzini, 2006).
Les effets antioxydants relativement puissants de 1’extrait éthanolique de la propolis (EEP)
provenant de différentes origines géographiques (Argentine, Australie, Chine, Hongrie et
Nouvelle-Zélande) ont été corrélés avec des teneurs élevées en polyphénols et flavonoides, en
particulier le kaempferol et le phénéthyl caffeate (Kumazawa et al., 2004a). D’autres
échantillons de propolis provenant de Turquie et de différentes régions de Corée ont donnés
des résultats similaires (Ahn et al., 2004). En général, les antioxydants synthétiques ont
montré de meilleures propriétés antioxydantes que I'EEP, mais a des concentrations plus
élevées, par contre le pouvoir réducteur de I'EEP et des antioxydants artificiels étaient
similaires. L'activité DPPH de piégeage des radicaux libres de I'EEP Coréenne est supérieure
a celle de I'nydroxy toluene butylé (BHT). L'acide ferulique, la quercétine, I'acide caféique,
les composés prénylés, I'apigénine ainsi que la galangine, I’acide p-coumarique et I'CAPE
caffeic acid phenethyl ester) ont été identifiés comme composés bioactifs responsables du
potentiel antioxydant dans différents échantillons de propolis (Cuesta-Rubio et al., 2002;
Orsolic et Basic, 2005; Orsolic et al., 2006; Volpi et Bergonzini, 2006; Fischer et al., 2007).

En plus des composés cités, Oyaizu et al. (1999) ont rapporté que 1'a-tocophérol est contenu




dans presque tous les échantillons de propolis et est fortement corrélé avec son effet

antioxydant.

1.3.2.2. Activité hépatoprotectrice

Le foie est I'organe le plus actif du corps. Il a des centaines de taches a accomplir, y
compris la désintoxication du sang (Pham-huy et al., 2008). Un foie lent signifie fatigue et
toxémie et un risque élevé de diverses maladies chroniques. Les composés phénoliques sont
connus pour avoir une fonction hépato protectrice. En effet, une activité hépatoprotectrice a
été signalé pour différents types de propolis, ceci est en étroite corrélation avec son activité
antioxydante (Banskota et al., 2000; Banskota et al., 2001a; Banskota et al., 2001b). La
propolis contre carre les effets hépatotoxiques de la lésion hépatique chez les souris (Lin et
al., 1997; Remirez et al., 1997) et les rats induites respectivement par le paracétamol et le

tétrachlorure de carbone (Gonzalez et al., 1995).

1.3.3. Effets immunomodulateurs

Les antioxydants présents dans la propolis (Cuesta et al., 2005; Orsolic et Basic, 2005;
Orsolic et al., 2006; Fischer et al., 2007) jouent aussi un réle important dans ses propriétés
immunomodulatrices (Sayed et al., 2009). L'effet immunomodulateur a été revu par Sforcin
(2007), qui a démontré que tous les types de propolis auraient une activité
immunomodulatrice. Fischer et al. (2007) ont par ailleurs rapporté que la propolis augmente
la réponse immunitaire cellulaire par I'augmentation de I'ARNm de l'interféron-y et active la

production de cytokines

a-Action sur les macrophages

Des essais in vitro et in vivo ont démontré I'action modulatrice de la propolis sur les
macrophages péritonéaux murins, augmentant ainsi leur activité microbicide. Les meilleurs
résultats immunomodulateurs ont été observés lorsque la propolis a été administrée a court
terme aux animaux. La propolis de peuplier et de baccharis augmentait l'activité des
macrophages (Sforcin, 2007).

b-Action sur les lymphocytes et la production d'anticorps

D’autres parts, les deux types de propolis de peupliers et de Baccharis peuvent avoir un
effet immunomodulateur en augmentant la production d'anticorps et en activant des
lymphocytes B et T (Sforcin, 2007).




Des travaux récents ont fourni des informations sur l'influence de la propolis sur le
systéeme immunitaire (Orsolic et al., 2010). Les tests immunomodulateurs ont inclus des tests
avec des témoins positifs tels que le lipopolysaccharide (LPS), la concanavaline A (Con A),
I'acétate de miristate de phorbol (PMA), les cytokines (IFN-) ou d'autres pour comparer
I'efficacité de la propolis. Le cyclo phosphamide est couramment utilisé comme médicament
immuno suppresseur et il a été utilisé in vivo a la fois comme témoin négatif et aussi pour
étudier l'action immuno restauratrice de la propolis de peuplier (Dimov et al., 1992;
Ivanovska et al., 1993). La propolis verte brésilienne (200 mg/kg pendant 14 jours) a
également exercé une activité immunomodulatrice chez les souris porteuses de mélanome
soumises a un stress chronique (Missima et al., 2009; 2010). Chez ’homme, le CAPE (a 1, 2
et 4 g/mL) a montré un effet protecteur contre le stress hyperthermique chez les athlétes, ce
qui ameliore la tolérance hyperthermique dans les cellules mononucléaires immunitaires des

cyclistes compétitifs (Chen et al., 2009).

1.3.4. Effets antitumoraux et antiradiation

Orsolic (2010), a montré Il'activité chimio préventive de la propolis dans les modeles
animaux et les cultures cellulaires par : (i) leur capacité a inhiber la synthese d’/ADN dans les
cellules tumorales, (ii) leur capacité a induire l'apoptose (mort cellulaire) des cellules
tumorales (iii) ainsi que leurs propriétés a activer les macrophages, par production des
facteurs capables de réguler la fonction des cellules B, T et NK. En effet, Sforcin (2007) avait
déja rapporté une stimulation de 1’activité lytique des cellules NK contre les cellules
tumorales par augmentation de la production des anticorps. De plus, les flavonoides de la
propolis jouent un réle protecteur contre la toxicité des agents chimio thérapeutiques ou des
radiations chez la souris, ce qui donne I'espoir qu'ils peuvent avoir une action protectrice
similaire chez I'nomme. La combinaison avec une thérapie antioxydante adjuvante peut
améliorer I'efficacité de la chimiothérapie en améliorant I'effet secondaire sur les leucocytes,
le foie et les reins et, par conséquent, permettant ainsi une augmentation de la dose (Sforcin,
2007).

Bien que de nombreux polyphénols aient une activité anti-métastatique, I'acide phénylique
d'acide caféique (CAPE) de la propolis de peuplier et I’Artepilline C de la propolis de
baccharis ont été identifiés comme des agents anti tumoraux (Bankova et al., 2007; Sforcin,
2007). Les effets anti tumoraux de la chrysine (propolis de peuplier), de la nemorosone et de
la plukenetione A (propolis cubaine) ont aussi été rapportés. La consommation réguliére de

suppléments alimentaires de propolis peut avoir un effet préventif contre les cancers liés a la




mutation chez I'nomme. Cette activité préventive est liée a I'activité anticancéreuse,
antioxydantes, antiprolifératives (les cellules cancéreuses provoquant une apoptose), anti-
angiogenique (processus multi-étape pour former des vaisseaux sanguins, ce processus est
perturbé dans le cancer), suppressives, anti-inflammatoire et immunomodulateur (Watanabe et
al., 2011; Vit et al., 2015).

Par son effet antioxydant puissant la propolis peut contrer le rayonnement en minimisant
les taux de molécules oxydantes dans les cellules tumorales des animaux. En effet, la propolis
agit également dans 1’apoptose des cellules cancéreuses, améliorant ainsi 1'effet anticancéreux

du rayonnement (Benkovic et al., 2008; Orsolic, 2010).

1.3.5. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réponse biologique complexe impliquant des tissus vasculaires
suite a des stimuli nuisibles, tels que les agents pathogenes, les endommagements des cellules
et les effets irritants des radicaux libres. L'activité anti-inflammatoire est donc définie comme

I'effet primaire du systéme de défense de I'n6te (Khayyal et al., 1993).

L'activité anti-inflammatoire de la propolis a aussi été rapportée. Alors que I’extrait
éthanolique de propolis supprime les prostaglandines et la production de leucotrienes par les
macrophages péritonéaux de souris in vitro, et pendant l'inflammation peritonéale aigué
induite par le zymosan in vivo. La propolis alimentaire supprime significativement la voie de
la lipoxygénase du métabolisme de l'acide arachidonique pendant I'inflammation in vivo.
C’est le CAPE qui serait responsable de cette modulation, et qui s’est avéré plus puissant que

I'acide caféique, la quercétine et la naringénine (Mirzoeva et Calder, 1996).

La propolis aurait des effets inhibiteurs sur I'activité de la myelo peroxydase, la NADPH-
oxydase 1’ornithine décarboxylase, la tyrosine-protéine-kinase et I'nyaluronidase provenant de
mastocytes de cobaye. Cette activité anti-inflammatoire peut s'expliquer par la présence de
flavonoides actifs et de dérivés d'acide cinnamique. Le premier comprenant l'acacétine, la
quercétine et la naringénine, alors que le second comprend l'ester de phényle d'acide cafeique

et I'acide caféique (Almeida et Menenzes, 2002).

D’autres part, le CAPE et la galangine, les deux constituants typiques de la propolis de
peuplier ont inhibé de maniére significative l'cedéme de carraghénane, la pleurésie de
carraghénane et les inflammations de I'arthrite chez le rat (Borrelli et al., 2002; Du Toit et al.,
2009). En effet d’autre part, il a ét¢ démontré que la propolis de Baccharis supprime les

réponses neuro-inflammatoires induites par I'nypoxie par inhibition de l'activation de NF-




kappa B dans la microglie. L’activation de ces dernieres dans les mitochondries est

responsable d’une génération accrue de ROS (Wu et al., 2013).

1.3.6. Activité anti-ulcéreuse

Tossoun et al. (1997) et Boyanova et al. (2005), ont rapporté que le miel et la propolis ont
été efficaces en tant que traitement des ulcéres cutanés chroniques. En effet, la propolis
bulgare possede un effet inhibiteur in vitro sur la croissance d‘Helicobacter pylori. En
utilisant différentes méthodes (diffusion sur gélose, méthode des puits, disques secs ou
humides) pour évaluer I’activité d’un extrait éthanolique de propolis bulgare (EEP a 30%);
Kimoto et al. (1998) sont parvenus a conclure que cette propolis possédait une activité
antibactérienne considérable contre H. pylori et pouvait inhiber la croissance de

Campylobacter jejuni et de Campylobacter coli.

1.3.7. Autres activités

De nombreuses autres propriétés biologiques et pharmacologiques de la propolis ont été
décrites dans plusieurs études (Marcucci, 1995), y compris les propriétés régénératrices des
tissus, les propriétés immunogenes. Des effets cardio protecteurs (Chopra et al., 1995),
neuroprotecteurs (Shimazawa et al., 2005) ont également été rapportés. La propolis semble
diminuer le taux de cholestérol et la tension artérielle, ce qui rend possible son utilisation dans
la prévention et le traitement de l'atherosclérose (Castaldo et Cappasso, 2002). D’ailleurs,
Maruyama et ses collaborateurs (2009) suggérent que I'EEP de la propolis verte brésilienne et
ses principaux constituants peuvent étre utiles pour la prévention de I'hypertension. La
propolis a une activité anesthésique avec des effets similaires a ceux de la cocaine (Paintz et
Metzner, 1979).




Partie expérimentale



Chapitre 11 :

Etude de la composition chimique de la
propolis



11.1. Materiel et méthodes



11.1.1. Préparation des échantillons de propolis
» Produits chimiques
Les produits chimiques utilisés pour les différentes analyses traitées dans ce chapitre
sont résumés dans ce qui suit: Pyridine anhydre, N, O-bis (triméthylsilyl)
trifluoroacétamide, Le réactif de Folin-Ciocalteu, carbonate de sodium, chlorure
d’Aluminium, acide gallique et quercétine, ont été achetés auprés de Sigma, les autres
réactifs étant de qualité analytique.
» Reécolte de la propolis
Quatre échantillons de propolis brute Algérienne ont été récoltés dans différentes
régions géographiques au cours des années 2011-2014, en raclant les cadres melliféres des
ruches. Les quatre sites des ruchers sont distribués comme suit dans la wilaya de Sétif
(Est de I'Algérie) : Babor, 2011 (Nord, B), Setif, 2012 (Guasria, S), Ain-Abbassa, 2013
(Nord-Ouest, Ab) et Boutaleb, 2014 (Sud, Bo). Les échantillons de propolis ont été
conservés a lI'obscurité et a 4 ° C jusqu'a leurs utilisations.
»  Extraction
L’extraction n’est qu'une étape de transformation de la matieére premiére (dans notre
cas c’est la propolis) en un extrait. Toutes les €tapes qui précedent ou suivent 1’extraction
doivent étre maitrisées avec precision pour un produit final de qualité optimale. Dans cette
optique, le découpage de la propolis a été réalise de facon & pouvoir récupérer des
morceaux tres fins dans le but d’optimiser l’extraction. Rendue en petit morceaux,
subissant une extraction a température ambiante (macération). L’extrait récupéré a été pese

pour déterminer le poids sec résultant aprés évaporation a sec sous pression réduite.

L’extraction a été réalisée par deux solvants. Le premier est 1’éthanol, et le second est
I’eau distillée. Deux extraits ont été obtenus, un extrait éthanolique (EEP), et un extrait
aqueux (EAP).

» Préparation des extraits éthanolique de propolis (BE, SE, AbE, BoE)

30 grammes de chaque échantillon de propolis ont été macérés dans 100 mL d'éthanol
a 70% a température ambiante pendant une semaine, ensuite filtrés sur gaze et papier
Whatman n°1, respectivement. La phase éthanolique obtenue est alors évaporée a 50 °C
puis séché dans une étuve a 40°C. La poudre résultante est alors conservée a 4 °C a

l'obscurité jusqu’a utilisation (Eraslan et al., 2007).




» Préparation des extraits aqueux de propolis (BA, SA, AbA, BoA)

50 grammes de propolis brute est macérés dans 150 mL d'eau distillée sous agitation
pendant 48 h. L'extrait aqueux résultant est filtré sur gaze et papier Whatman n°1,
respectivement. Les filtrats sont évaporés a 50 °C puis séché dans une étuve a 40°C, et

stockés a 4 °C a I'obscurité jusqu'a utilisation (Yildirim et al., 2004).
11.1.2. Analyse chimique
11.1.2.1. Analyse GC-MS

Le couplage chromatographie en phase gazeuse—spectrométrie de masse (GC-MS, figure
2) est une technigque parmi les plus utilisées de la chimie analytique et la spectrométrie de
masse. Elle fournit les informations nécessaires pour la détermination structurale de chaque

constituant, en complément de I’identification.
a. Principe

Spectrometre de masse
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Figure 2: Schéma de montage d’un appareil GC/MS (http://atechimie.univ-
lillel.fr/Techniques/CPG-SM/Principe-fonctionnement/)

La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) permet de séparer des mélanges de
composés volatiles ou susceptibles d’étre vaporisés par suite d’équilibres entre une phase

gazeuse mobile et une phase stationnaire.




b. Chromatographie en phase gazeuse:

Le chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois modules essentiels : un
injecteur, une colonne capillaire dans un four et un détecteur. Ou, entrainés par un gaz
vecteur inerte, les analytes étudiés sont séparés en fonction de leur capacité d’interaction

avec la phase stationnaire.

- L’injecteur: L’ échantillon est introduit avec une micro seringue, a travers un septum en
élastomere, dans la chambre de vaporisation. L’injecteur a une double fonction : il porte

I’échantillon a 1’état de vapeur, puis il I’ameéne dans le flux gazeux en téte de colonne.

- La colonne: est placée dans une enceinte a température régulée. Elle se présente sous la

forme d’un tube de silice, enroulée sur lui-méme et de longueur allant de 1 a plus de 60 m.

- Le détecteur: il s’agit du module qui va permettre de détecter voire d’identifier les

composés en sortie de colonne.
c. La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse permet de transformer des molécules dans leur état naturel
en ions a I'état gazeux et d'obtenir leur masse moléculaire m en analysant leur rapport de
masse/charge, noté m/z, ou m est la masse du composeé et z sa charge. Un spectromeétre de
masse est un appareil qui permet de mesurer le rapport m/z des ions formés a partir de
I’échantillon analysé. 1l est constitué des parties suivantes :

-Chambre d’ionisation: en sortie de colonne, ’intégralité des analytes entre dans la

chambre d’ionisation. Le mode d’ionisation est I’impact électronique (EI)
M+e —>M™+ 2e-

Ces ions formés dans la source sont ensuite accélérés et focalisés par une électrode

chargée positivement (le repousseur) vers 1’analyseur : le quadripdle.

- Analyseur quadripolaire : L’étude des trajectoires suivies, dans une enceinte ou régne
le vide, permet de déterminer le rapport masse sur charge (m/z) de I’ion. En balayant les
amplitudes U et V, la trajectoire des ions peut-étre stabilisée ou déstabilisée en fonction de
leur rapport m/z. Seuls les ions qui ont une trajectoire stable vont pouvoir traverser le

quadripdle et arriver au détecteur, les autres étant éjectés.

- Détecteur : Le détecteur recueille alors ces ions séparés par 1’analyseur en fonction de

leur rapport m/z. Puis un micro-ordinateur va assurer le traitement des données et fournir




un spectre de masse. L’El est un procédé reproductible qui permet des comparaisons

spectrales a I’aide de bibliothéques de spectres (NIST), (Deng et al., 2005).
Mode opératoire
L'analyse GC/MS a été effectuée selon la méthode décrite par Popova et al. (2005).

5 mg de résidu (des huit extraits (4) aqueux et (4) éthanoliques préparés précédemment)
a été mélangé avec 50 pL de pyridine anhydre et 75 pL de N, O-bis (triméthylsilyl)
trifluoroacétamide, chauffé a 80 °C pendant 20 min et analyses par GC-MS. L'analyse GC-
MS a été effectuée avec un chromatographe Hewlett Packard en phase gazeuse 6890 série
Il Plus couplé a spectrophotomeétre de masse (Hewlett Packard 6972) équipé d'une colonne
capillaire HP5-MS de 30 m de long, 0,25 mm de diamétre intérieur et de 0,5 pm
d'épaisseur de film. La température est programmée de 100 a 325 C a une vitesse de 5 °
C/min. L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 20 mL/min. Le rapport
de division est de 50:1, et la température de l'injecteur est de 280°C.

L’analyse par GC/MS a été réalisée au niveau du centre SACE de I'université de

Murcie, Espagne.

» L'identification des composés

L'identité des composants dans les extraits a été obtenue par comparaison de leurs
indices de rétention et modeles de fragmentation des spectres de masse avec ceux retrouves
dans la banque de données informatique NIST08.LIB, WILEY275.LIB et aussi avec les
données publiées.

11.1.2.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différentes extraits est réalisé par la méthode
de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007).

e Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phospho tungstique
(H3sPW12040) et phospho molibdique (H3PMo 12040), réduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (WsO23) et de molybdene (Mo0sO23). L’intensité de cette
coloration bleue est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le

milieu ayant un maximum d’absorption a 765 nm (Ribéreau-Gayon et al., 1972).




Mode opératoire

Préparation de la gamme d’étalonnage
- Une solution mere d’acide gallique est préparée par dissolution de 10 mg dans 10
mL d’éthanol (S1=1 mg/mL). Ensuite des dilutions sont préparées a partir de celle-ci

dans un volume final de 500puL (Tableau 3).

Tableau 3 : Dilutions de la solution mére de I’acide gallique pour tracer la courbe

d’étalonnage.
[C] 10 |20 40 60 80 100 120 140
Vsm(pUL) |5 10 20 30 40 50 60 70

Ved (ML) | 495 | 490 480 470 460 450 440 430

[C] : Concentration obtenue.
Vsm (UL) : Volume de la solution mére.

Ved. (ML) : Volume du solvant ajouté (eau distille).

e Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Dans des tubes a essais, 0,1 mL de chaque dilution de la gamme étalon d’acide
gallique est additionnée a 0,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dans I’eau distillée
(v/v); aprés une agitation vigoureuse et un repos de 4 min, 0,4 mL de carbonate de sodium
a 7,5 % sont rajoutés. Apres 2 heures d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la
lumiére, les absorbances sont lues sur un spectrophotomeétre UV-visible (Spectronic 20
Genysis TM) a 765 nm (les échantillons de propolis subissent le méme traitement). Ainsi la
courbe d’étalonnage est alors tracée. Le blanc est représenté par 0,1 mL de chaque
concentration d’acide gallique a laquelle on ajoute 0,4 mL de carbonate de calcium
additionnée a 0,5 mL d’eau distillée. Toutes les mesures sont réalisées en triplicata.Les
concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits de propolis sont calculées
en extrapolant les valeurs d’absorbance a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant

I’acide gallique comme standard.
11.1.2.3. Dosage des flavonoides totaux
L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de propolis

est réalisée par la méthode de Bahorun et al. (1996).




e Principe

Aprés I’ajout de la solution de chlorure d’ Aluminium (AICl3), une couleur jaunatre se
forme. Cette coloration est due a la formation du complexe entre le chlorure d’ Aluminium
(Figure 3) et les flavonoides ceci se traduit par le fait que le métal (Al) a perdu deux
électrons pour s’unir a deux oxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneurs
d’¢lectrons (Ribéreau-Gayon, 1968). La formule du complexe entre le chlorure

d’Aluminium et un composé phénolique O-hydroxy carbonylé se présentant comme suit:

CH 0

Figure 3: Réaction du Chlorure d’aluminium et des Flavonoides (Ribéreau-Gayon, 1968).
Mode opératoire

e Préparation de la gamme d’étalonnage

Une solution mére de quercetine est préparée par dissolution de 2,5 mg de quercetine
dans 1mL de méthanol (S2). La solution mere est diluée une premiére fois dans une fiole,
et afin d’obtenir une concentration de 50 pg/mL, 50 mL de méthanol est rajouté. La
préparation des solutions pour la courbe d’étalonnage des flavonoides est illustrée dans le

tableau 4 (Le volume total est de 5 mL).

Tableau 4 : Dilution de la solution mere de la quercetine pour tracer la courbe étalon

[C] (ug/mL) |1 2 |5 |7 10 (15 |20 |40

Vsm (ML) 01 |02 |05 (07 |1 15 |2 4

Vmeon(mL) |49 (48 |45 |43 |4 35 |3 1

[C] : Concentration obtenue,
Vsm (ML) : Volume de la solution meére,

Vme.on (ML) : Volume du solvant ajouté (Methanol),




e Courbe d’étalonnage de la quercetine

Dans des tubes a essais 1 mL de chaque dilution de la gamme étalon de quercetine sont
additionnés a 1 mL de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 2 %; les tubes
sont alors incubés a I’abri de la lumiére pendant 10 min a température ambiante (Les
échantillons de propolis subissent le méme traitement). Le blanc est représenté par 1mL de
chaque concentration de quercetine a laquelle 1 mL de méthanol est rajouté. Toutes les
opérations sont realisees en triplicata. La lecture des absorbances est faite a 430 nm, apres
agitation et repos de 10 min. La concentration des échantillons de propolis en composés
flavonoiques est déterminée en extrapolant les absorbances de ceux-ci a la courbe
d’étalonnage obtenue en utilisant la quercetine comme standard. La courbe d’étalonnage
(Y= aX + b) obtenue avec la quercetine a différentes concentrations pratiquée dans les
mémes conditions operatoires que les échantillons servira a la quantification des

flavonoides. La teneur en flavonoides en mg par g de propolis est alors déterminée.

.



11.2. Résultats et discussion



I1.2.1. Etude de taux d’extraction

Les rendements d’extraction de la propolis par I’eau distillée (BA, SA, AbA, BoA) et
par 1’éthanol (BE, SE, AbE, BoE) sont présentés dans le Tableau 5. Ces extraits renferment
tous les composés qui peuvent étre extraits par 1’eau ou 1’éthanol (selon I’affinité du
solvant d’extraction avec les composés extraits), ces composés peuvent étre des
flavonoides, des composés phénoliques, etc. le rendement a été déterminé par rapport a100
g de propolis brute. Les résultats ont été exprimés en pourcentage massique (p/ p), (Paviani
et al., 2009).

Le rendement d’extraction varie de 4,59% =+ 0,1 a 6,53% =+ 0,2 pour les extraits aqueux
et de 28,24% + 0,22 & 40,73% = 0,21 pour les extraits éthanoliques. Cette variation dépend
du solvant d’extraction ainsi que la provenance de la propolis, ce qui prouve une fois de

plus la complexité de la composition de la propolis.

Tableau 5 : Le rendement des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis de diverses

origines géographiques.

Extraction par Extraction par
L’origine

I’eau distillée I’éthanol 70%
Babor (B) 6,53% + 0,2 40,73% + 0,21
Sétif (S) 5,83% + 0,8 38,86% + 0,12
Ain-abbassa (Ab) 53396 + 0,22 28,24% + 0,22
Boutaleb (Bo) 459% + 0,1 36,66% =+ 0,42

Babor éthanolique (BE), Sétif éthanolique (SE), Ain-Abbassa éthanolique (AbE), Boutaleb éthanolique
(BoE), Babor aqueux (BA), Sétif aqueux (SA), Ain-Abbassa aqueux (AbA), Boutaleb aqueux (BoA). Les

valeurs ont été exprimées en tant que moyen de trois essais £ SD (N = 3).

Concernant 1’eau, celle-ci étant polaire, les rendements sont trés faibles. Ces résultats
se rapprochent de ceux trouvés dans la littérature. En effet, une étude sur 1’extraction
aqueuse a indiqué des rendements de 1’ordre de 3,2%, 7,7% et 9,6% respectivement pour
la propolis du Pérou, de la Chine et du Brésil (Banskota et al., 2000). Une autre étude a
rapporté un taux d’extraction par I’eau de 7% (Najafi et al., 2007). L'extraction avec l'eau a
montré un rendement plus faible parce que I'eau a une affinité avec les composés polaires,
le groupe hydroxyle (-OH) transforme I'eau en un mauvais solvant pour les composés

organiques.




Dans le cas de I’extraction avec 1’éthanol, on remarque une augmentation du rendement
d’un facteur de 6 et plus. Les résultats du rendement en EEP de la propolis Algérienne
(28,24% + 0,22 a 40,73% + 0,21) étaient proches de ceux obtenus par Funari et al. (2007),
(Najafi et al. (2007), Paviani et al. (2009) et Biscaia et Ferreira (2009) qui ont obtenu des
rendements de 1’ordre de 38,34% =+ 2,05, 35% + 2,20, 39,45% + 1,20 et 46,00% = 6,00,
respectivement. En effet, ce taux peut varier d’un échantillon a un autre dans la méme
région. Ceci a été démontré pour la propolis brésilienne, ou des taux allant de 40,7% a
73,9% ont été obtenu avec 1’éthanol a 70%. De plus ce taux Croit avec 1’augmentation du

temps de macération, cependant la composition qualitative reste la méme (Silva et al., 2006).

Les différences dans le rendement d'extraction et les concentrations sont liées aux
caractéristiques de la propolis brute influencées par, la saison de récolte, les especes

d'abeilles et la flore régionale (Popova et al., 2010b).

11.2.2. Composition chimique
11.2.2.1. Analyse par GC/MS

L'analyse GC-MS des échantillons a permis d'identifier 30, 25, 31 et 35 composés
(Tableau 1, 2, 3 et 4: Annexe 1), dans les extraits éthanoliques de propolis prélevés a
Babor (BE), Sétif (SE), Ain-Abbassa (AbE) et Boutaleb (BoE), respectivement. Pour les
extraits aqueux de propolis, 20, 21, 26 et 28 composés (Tableau 5, 6, 7 et 8 : Annexe I) ont
été identifiées dans I'échantillon de Babor (BA), Sétif (SA), Ain-Abbassa (AbA) et
Boutaleb (BoA), respectivement.

La technique GC-MS a été utilisée pour explorer les phytoconstituants majeurs et
mineurs présents dans les différents extraits de propolis. Le screning phytochimique
préliminaire montre la présence d'acides gras saturés et insaturés, d'hydrocarbures, de
glycosides, de polysaccharides, de composés phénoliques, de composés organiques
hétérocycliques, d'alcaloides, de flavonoides, de phytostérols, de monoterpénes, de

triterpénes, de sesquiterpénes, d'aminoacides et d'anthraquinones.

L'identification phytochimiques des composés est basée sur le temps de rétention
(Popova et al., 2005). Dans la présente étude, on a détecté une variété de composes dans
les échantillons de propolis, comprenant la Chrysine (Flavonoide), la 2'-O-méthyl cajanone
(Isoflavonoides), l'acide déshydro abiétique, I'acide pimarique, l'acide abiétique, l'acide
hydroxydehydrostevic (Diterpene), le docosane, le butane, I'octadécane (Alkane
hydrocabure), I'acide hexadécanoique, l'acide nona hexacontanoique (acides n-




alcanoiques), l'acide cinnamique, l'acide benzoique, I'acide 2,3,5-triméthoxymandélique,
I'acide 3-chloro2-fluorobenzoique (acide aromatique), la lanostane-3-one, le 18-époxy- et
le Pregn-4-en-3-one, le 17-hydroxy-, (17a) (tri-terpene), le thymol (monoterpéne phénol)
Guaiene (sesquiterpenes), Pagicerine, Demecolcine, Papaverine, Aspidospermidine,
Thébaine, N, O-Diméthyl stéphine, Morpholine (alcaloides).

L'aire de pic la plus élevée (%) de 60,27 a été obtenue pour le triméthyl 3,4-bis
(triméthyloxy) cinnamate (ester d'acide aromatique) avec un temps de rétention de 17,628
dans I'échantillon de BA (Tableau 5 : Annexe 1) et la plus faible surface de pic (%) de 0,02
a été obtenu pour le succinate d'éthyle (triméthylsilyle) (ester Ehtyl) avec un temps de
rétention de 5,081 dans I'échantillon BE (Tableau 1 : Annexe I). En plus de ces composés,
il y a des sucres (D- fructose, sorbopyranose, mannose, talose, alpha-D-Mannopyranose,
D-Glucose, lyxose et scopolin) et leurs acides (L et D-acide gluconique, des alcools

(xylitol) et d'autres composes.

Malgré la différence qui a été enregistré parmi les composés des extraits de propolis,
certains composés se sont révélés étre communs. C’est le cas par exemple de : l'acide
butanedioique (acide succinique), I’acide cinnamique, l'acide benzoique et le cinnamate et
ses dérivés (Figure 4); qui étaient communs entre six des extraits a savoir : les extraits
éthanolique et aqueux des régions de Babor, Sétif et Ain Abbassa. L'acide cinnamique et
l'acide benzoique sont présents dans l'extrait aqueux de Boutaleb, alors qu’ils sont absents

de son extrait éthanolique (Tableau 6).

HO
X OH OH

OH 0

acide cinnamique acide benzoique acide succinique

Figure 4 : Structure plane de l'acide cinnamique, 1’acide benzoique et de I'acide succinique
(Pubchem, 2017).




Tableau 6 : Acides aromatiques des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis de
diverses origines géographiques Babor (B), Sétif (S), Ain-Abbassa (Ab) et Boutaleb (Bo).

Zone du pic %

Composés

SE

BE

AbE BoE SA BA AbA

BoA

Acide cinnamique

1,31

0,90

0,67 -

0,42

Triméthyl-3-méthoxy-4-cinnamate

1,48

0,27

0,64 - - - -

Triméthylcinnamate

2,98

1,91 - 21,75 1,24 7,17

Acide benzoique

4,52

0,37

0,58 0,14 0,34

Acide

diisooctylique

1,2-benzenedicarboxylique,  ester

0,69

Acide cinnamique, ester 3,4-diméthylique

0,47 - - - -

Acide cinnamique, 4-méthoxy-3-ester

0,19 - 2,32 - 1,52

Acide benzoique, ester 2-méthylique

4,96 - - - 0,10

Acide 2,3,4-trihydroxybenzoique

10,74 - - - 0,21

Acide benzenepropanoique, triméthyl ...

- 0,33 - - -

Trimethyl 3,4-bis(trimethyloxy)cinnamate

60,27 -

Acide cinnamique, 3,4-diméthoxy-

1,39 - -

Acide benzenepropanoique

0,32 - -

1,09

Acide benzoique, 4-triméthyl

0,24

Acide 3-méthoxybenzoique

0,71

Acide 3-chloro-2-fluorobenzoique

0,52

Acide 4-hydroxymandélique

0,67

Acide 2,3,4-triméthoxymandélique

4,49




D’autre part, 1'éther de glycérol (Figure 5) était commun entre les huit extraits.

OH

OH O

Figure 5 : L’¢éther de glycérol (Pubchem, 2017).

Les anthraquinones et ces dérivés (Figure 6) n’étaient fréquents qu’entre BE, SE AbE.
Ils représentent 17,71% (8,01 % de 1,6-Dihydroxy-3-methylanthraquinone et 9,70 % de
1,3,8-Trihydroxy-6-methylanthraquinone) dans SE, 9,14% (1,29% de 1,6-Dihydroxy-8-
methoxy-3-methylanthraquinone et 7,85% de 1,8-Dihydroxy-3-(hydroxymethyl)
anthraquinone) dans ADbE et 3,48% (1,4% de 1,6-Dihydroxy-3methylanthraquinone et
2,08% de 1,8-Dihydroxy-3-(hydroxymethyl) anthraquinone) dans BE.

O OH O  OH O OH
RGOS . QA
HO
+] o o

1 2 3

Figure 6: Dérivées danthraquinone, 1 (1,7-dihydroxy-3-methyl-9,10-anthraquinone),
2 (Phomarin, 1,6-dihydroxy-3-methyl-9,10-anthraquinone), 3 (Pachybasin, 1-hydroxy-3-
methyl-9,10-anthraquinone), 4 (1,7-dihydroxy-3-hydroxymethyl-9,10-anthraquinone), 5
(Dendryol E), 6 (Dendryol F), (Warley de Souza and Ménica Tallarico, 2006).

Les alcaloides (Figure 7) représentent la valeur la plus élevée 19,65% dans I'extrait BE
(Tableau 7). lls sont également représentés par 13,82%, 7,16%, 4,61%, 4,59%, 1,70% et
1,45% dans la composition des extraits AbE, SE, BoE, BoA, AbA et SA, respectivement.

La valeur la plus faible des alcaloides représente 0.13% dans I'extrait BA.




Tableau 7 : Les alcaloides représentants dans les différents extraits de la propolis.

Echantillon Alcaloides en (%0)

SE Papaverine (4,52%); Aspidodispermine (2,45%); Demecolcine (0,19%).
Acide pyrido [3 ', 4" 5,6] cyclohept [1,2-b] indol-5-carboxylique, 2-
acétyl1,2,3,4,4a, 5,6,11,12,12a - decahydro-12a-hydroxy-5-

BE (hydroxyméthyl) -12-méthyle, vy-lactone, acétate (ester); 0.24% 1'H-
Cholesta-3,5-diéne  [3,4-b] indole (18.97%); Pagicerine (0,24%);
Demecolcine (0,20%).

AbE Morpholine et ses dérivés (8,68%); Thébaine et ses dérivés (5,14%)
Furo[3,2-c]quinoline,2,3-dihydro-2-hydroxymethyl-4,8-dimethyl  (0,74%);
3,4,5-Triphenylpyrazole (0.49%); Ester méthylique d'acide 2,4,6-

BoE trichloro-5-nitro-nicotinique (0.51%); 3-(4-
Methoxyphenyl)benzo[f]quinazoline (0.50%); 2-p-Tolylisoindole-1,3-
dione (2.37%).

BA Isoquinoline,6,7,8-trimethoxy (0.13%).

SA Thébaine (0,49%)); 2-(4-Methoxyphenyl)-4-[(2-propyn-1-yl)thio]
quinazoline (0.96%).

AbA Morpholine (1,53%); dérivé de nicotine (0,17%).

Dérivé de morpholine (0,81%); Isoquinoline, 1-butyl- (0.39%); Cinnoline,

BoA 4-ethyl-3-methyl- (0.89%); 1-(3H-Imidazol-4-yl)-ethanone (0.64%); 3-

0

Methyl-1-phenyl-2-azafluorene (1.04%); 4-Aminobenzo[g] quinazoline
(0.82%).
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Figure 7 : Les alcaloides (Pubchem, 2017).

Les pourcentages de terpénes étaient variables entre les extraits BE, AbE, BoE, AbA et
BoA. Dans le cas des diterpénes, les pourcentages étaient de 12,61% dans I'extrait de BoE
(4,69% d'acide pimarique, 4,65% d'acide abiétique, 2,80% d'acide deshydroabiétique et
0,47% d'acide hydroxydehydrostétique), 1,76% dans l'acide AbE (1,09% et 0,37% d'acide

déshydroabiétique) et seulement 0,79% d'acide pimarique dans I'extrait de BoA.

Les sesquiterpenes étaient présents en petites quantités dans les extraits d'’AbE, de BoE
et de BoA (0,09% de béta-guaiene, 0,83% de gamma-élemene et 0,39% de gamma-

élemeéne, respectivement).

D'autre part, les acides gras saturés étaient communs seulement entre les extraits, AbE,
BoE, SA et SE. Ils sont également représentés par 2,23% (0,58% acide hexadécanoique,
1,06% acide oléique et 0,59% acide hexadécanedioique), 1,67% (0,44% Oléate d'éthyle et
1,23% acide 11-cis-octadécénoique) et 1,02% (0,77% acide hexadécanoique et 0,25%

I
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acide octadécanoique) et 0,82% (acide oléique), respectivement.
D'autres composés étaient spécifiques a 1’extrait:

Lanostan-3-one, 11R, 18-époxy- et Pregn-4-en-3-one, 17-hydroxy-, (17a) (5,36% -
triterpéne et 6,07% -stéroide, respectivement) et de 2'-O-méthylcajanone (0,05% -

isoflavonoide) dans BE (Figure 8),

Pregn-4-en-3-one,17-hydroxy-, (17 2'-O-méthylcajanone

Lanostan-3-one, 11R, 18-

époxy

Figure 8 : Structure des composés spécifiques dans BE (Pubchem, 2017).

Podofilox (2,60% - médicament), 8H-Dinaphtho [2,3-c: 2 ', 3'-h] Phénothiazine (0,54%
- hydrocarbure aromatique polycyclique), 1- (phénylthioxométhyl) -2,5- pyrrolidinedione
(2,91% - pyrrolidones), Nifénazone (0,93% - médicament), Brallobarbital et cyclobarbital
(0,85% et 0,48% dérivé de barbituriques) dans SE (Figure 9),

Podofilox 8H-Dinaphtho [2,3-c: 2, 3'-h] Phénothiazine
N Br
o o o] o
N N HMN.___NH
H g
T !
Cyclobarbital Brallobarbital

Figure 9 : Structure des composés spécifiques dans SE (Pubchem, 2017).




La Chrysine (8,76% -Flavanoide) et la Coumarine, le 3- (3,4-diméthoxyphényl) -6-nitro
(1,40% - aromatisant aromatique) dans AbE (Figurel0),

OH O

Chrysine Coumarine, le 3- (3,4-diméthoxyphényl) -6-nitro
Figure 10 : Structure des composés spécifiques dans AbE (Pubchem, 2017).

Androst-5-en-17-one (0,38%- steroide) et 3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha (0,12% - -
terpineol) dans BoE (Figure 11),

CHg
CHz CHg
OH
Androst-5-en-17-one 3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha

Figure 11 : Structure des composés spécifiques dans BoE (Pubchem, 2017).

10H-Phénothiazine, 10-butyl-3,7- Dinitro; Germane [(pentafluorophényl) thio]
triphényle et 6,13-pentacenedione (0,19%; 0,47% et 7,91% respectivement- composes
hétérocycliques) dans BA (Figure 12),
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8] F

10H-Phénothiazine, 10-butyl-3,7-

Dinitro Germane [(pentafluorophényl)
thio] triphényle

6,13-pentacenedione

Figure 12 : Structure des composés spécifiques dans BA (Pubchem, 2017).




Le thymol (0,32% - monoterpene phénol) et 5- (4-diéthylaminobenzylidéne) rhodanine
(0,10% - composé organique hétérocyclique) dans AbA (Figure 13),
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thymol 5- (4-diéthylaminobenzylidene) rhodanine

Figure 13 : Structure des composés spécifiques dans AbA (Pubchem, 2017).

L'ester 8-allyl-, cyclohexylique de I'acide coumarine-3-carboxylique (0,67% -
aromatisant aromatique); 1- (3H-imidazol-4-yl) —éthanone et La carbamazépine (0,64% et
0,75% - compose organique hétérocyclique) ; Methyléne Bis Aspidinol (0,73% - Hydroxy-
cétones aromatiques) dans BoA (Figure 14).
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Figure 14 : Structure des composés spécifiques dans BoA (Pubchem, 2017).

Les principaux flavonoides détectés a partir d'extraits dans notre étude étaient: 2-O-
Methylcajanone et chrysine. Ainsi, nous observons certaines similitudes dans la
composition qualitative entre la propolis algérienne, malte, grec et turque (Velikova et al.,
2000; Silici et al., 2007; Popova et al., 2010a; Duran et al., 2011; Celemli et al., 2013;
Piccinelli et al., 2013) et les composés phénoliques étaient similaires a ceux identifiés dans
les propolis des pays américains (Bankova et al., 2000; Seidel et al., 2008; Falcao et al.,
2010; Sun et al., 2012) et la région méditerranéenne (Abd El Hady et Hegazi, 2002;
Lahouel et al., 2010).




La composition chimique de la propolis dépend des caractéristiques
phytogéographiques du site de collecte, puisque les abeilles choisissent différentes plantes
comme source de propolis dans différents habitats (Popova et al., 2010a). Cet aspect, fait
que la normalisation de la propolis est difficile car différents solvants (éthanol, méthanol et
eau) peuvent extraire différents composés, influencant ainsi son activité (Cunha et al.,
2004). Ainsi, une normalisation universelle serait impossible, et Bankova (2005a) a
proposé que les propriétés biologiques de la propolis soient liées a une étude détaillée de sa

composition chimique et de ses sources botaniques.

En général, les abeilles choisissent des matieres végétales résineuses collantes pour étre
utilisées comme propolis en raison de leurs propriétés physiques qui lui confere. D'autre
part, ce matériau est également leur défense chimique contre les micro-organismes
(Ghisalberti, 1979; Bankova, 2005b).

Un grand nombre de documents traitant des différents aspects des propriétés
biologiques de propolis ont été publiés au cours des derniéres décennies. Cependant, une
partie considérable d'entre eux sont d'une utilité limitée, bien qu'ils déclarent une activité
«forte», «remarquable» ou «significative». La raison en est le manque de base pour la
comparaison et I'évaluation scientifique des resultats, car ils ne se réferent pas a la nature
chimique des échantillons de propolis étudiés. Ces études indiquent seulement que les tests

ont été effectués avec des extraits de propolis (Sforcin et Bankova, 2011).

Dans la présente étude les quatre échantillons de propolis brute Algérienne ont été
récoltés dans différentes régions géographiques de la wilaya de Sétif dont la propolis de
Babor provient de la forét de Babor qui constitue un véritable foyer de biodiversité bien
conservé, c’est le lieu de I’endémisme faunistique et floristique comme le cedre de ’atlas
(Cedrus atlantica), le peuplier de tremble (Populus termula), le sapin de Numidie (Abies
numidica), et la Citelle de kabylie (Sitta ledanti vielliard). Trois especes principales
dominent dans la forét de Boutaleb, le pin d’Alep, le chéne vert et le cédre de ’atlas. Et La
région de Sétif renferme deux especes dominantes, le chéne vert qui se présente
essentiellement sous forme de matorral, et le pin d’Alep qui se manifeste sous forme de
forét (Zerroug, 2012). Le paysage actuel de la commune d’Ain Abassa se particularise par
I'absence de strate arborescente naturelle. Les strates présentes sont : la strate arbustive
buissonnante, la strate herbacée et la strate muscinale. A Ain Abassa, les plantes melliféres
appartiennent a diverses familles botaniques, les plus importantes de point de vue nombre

sont les Lamiaceae, les Fabaceae, les Scrofulariaceae et les Orchidaceae (Boulaaccheb, 2009).




Par exemple, dans la zone tempérée nordique, la propolis provient principalement des
bourgeons d'aulnes, de hétres, de bouleaux, de coniféres, de chataignes et d'ormes
(Ghisalberti, 1979). Ces arbres fournissent des flavonoides, des phénols, des acides et des
esters dans les propolis. En Amérique du Sud, cependant, les sources de propolis
contiennent des acides coumaniques et des alcools diterpéniques. Mais, quelle que soit la
source et les produits chimiques de base, I'action de la propolis dans la ruche est similaire.
Un regard plus attentif sur les actions de certains des produits chimiques présents dans la

propolis contribue a expliquer leur utilité dans la ruche (Schnaubelt, 1995).

11.2.2.2. Teneur en polyphénols totaux

Pour la détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits, la
courbe montre une linéarité de 1’absorbance en fonction des concentrations. Les quantités
des polyphénols correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en équivalents
gramme d’acide gallique et déterminé par 1’équation: y = 0,008x + 0,07 sachant que R? =
0,998 (Figure 15).
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux dans les échantillons de propolis
analysés sont presentés dans le Tableau 8. Les valeurs de la concentration et de 1’écart type
correspondant sont exprimées en mg d’équivalent d’acide Gallique par gramme de propolis

brute (mg EAG/g M brute).




Tableau 8: Teneur en polyphénols des extraits ethanoliques et aqueux de la propolis
de diverses origines géographiques Babor (B), Sétif (S), Ain-Abbassa (Ab) et Boutaleb (Bo).

quantité de polyphénols

Echantillon
en mg/g de propolis

SE 510,166 + 0,061
BE 600 + 0,017
ADbE 384,5+ 0,019
BoE 215+ 0,030

SA 221 + 0,001

BA 542,333 + 0,018
AbA 96,833+ 0,027
BoA 122,583+ 0,013

Compte tenu des résultats obtenus, nous remarquons que la teneur en polyphénols
totaux est différente d’un échantillon a un autre. L’extrait éthanolique de la propolis de
Babor présente la valeur la plus élevée qui est de 600 (+ 0,017) mg EAG/g de propolis, par
contre I’extrait aqueux de la propolis d’Ain Abbassa présente la valeur la plus faible
96,833 (+ 0,027) mg EAG/g. Les autres échantillons présentent des valeurs moyennes
variant entre 122,583 (+ 0,013) et 542,333 (+ 0,018) mg EAG/g de propolis.

Nous remarguons aussi que les teneurs en polyphénols totaux des extraits aqueux sont
relativement faibles par rapport aux extraits éthanoliques (Figure 16), sauf 1’extrait aqueux
de Babor (BA) ayant une teneur en polyphénols totaux plus élevé que celle des autres
extraits aqueux (SA, AbA, BoA). Cette teneur est plus élevée que celle des extraits
éthanoliques de la propolis d’Ain Abbassa et Boutaleb. Il parait clairement que 1’éthanol

est le solvant qui permet d’avoir un rendement en polyphénols totaux plus élevé.
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Figure 16: Teneurs en polyphénols des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis de
diverses origines géographiques Babor éthanolique (BE), Sétif éthanolique (SE), Ain-
Abbassa éthanolique (AbE), Boutaleb éthanolique (BoE), Babor aqueux (BA), Sétif
aqueux (SA), Ain-Abbassa aqueux (AbA), Boutaleb aqueux (BoA). Les valeurs ont été
exprimées en tant que moyen de trois essais + SD (N = 3).

Les investigations faites sur la détermination de la teneur en polyphénols totaux de la
propolis d’abeille sont nombreuses, et les résultats sont différents d’une étude a I’autre, on

peut citer quelques-unes :

La teneur en polyphénols totaux de la propolis brésilienne est de 1’ordre de 232 (+ 22.3)
mg EAG/g (Alencar et al., 2007). Cette valeur est en accord avec celle trouvée avec la

propolis de Sétif.

L’étude réalisée sur la propolis du Portugal, montre des teneurs en polyphénols totaux
oscillant entre 151,00 (+ 0,01) et 329,00 (+ 0,01) mg EAG/g de propolis respectivement

pour la région de Fundao et Borne (Leandro et al., 2008).

Les travaux réalisés sur la propolis iranienne (Mohammadzadeh et al., 2007), ont rapporté
des teneurs en composés phénoliques de 1’ordre de 8,46% (+ 0,03); 7,11% (+ 0,19) et
3,08% (+ 0,02) de propolis brute respectivement pour Teheran, Isfahane et Khorasan. Ces
valeurs sont inférieures a celles trouvés dans la présente étude, tandis que d’autres études
ont eu des résultats comparables aux notres. Une étude réalisée sur la propolis de chine
indigue que les valeurs en composés phénoliques oscillent entre 85 (+ 2) et 228 (+ 8) mg/g
de propolis (Ahn et al., 2007).




11.2.2.3. Teneurs en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par
gramme de matiére fraiche (mg EQ/g de propolis). Les taux des flavonoides des extraits
aqueux de la propolis ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 17) qui suit

une équation de type : y = 0,028x + 0,010 sachant que R? = 0,998.
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Figure 17: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.

La teneur en flavonoides des différents échantillons de propolis sont reportées dans le
Tableau 9. Les quantités les plus élevées en flavonoides sont repérées chez les échantillons
éthanolique de Sétif (132,952 £ 0,016 mg EQ/g de propolis) suivi de celle d’Ain abbassa
(130,761 = 0,01 mg EQ/g de propolis. Les teneurs les plus faibles sont celles des extraits
aqueux. Les autres échantillons de Babor et Boutaleb ont présentés des valeurs moyennes
allant de 61,6190 + 0,0135 a 111 £ 0,007 mg EQ/g de propolis. Ces résultats sont
différents d’un échantillon a un autre, ce qui signifie que la détermination de la teneur en

flavonoides peut étre utilisée comme un indice de provenance de la propolis.




Tableau 9: La teneur en flavonoides des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis.

quantité de flavonoides

Echantillon en mg/g de propolis
SE 132,952 + 0,016

BE 111 + 0,007

AbE 130,761 £ 0.01

BoE 61,6190 + 0,0135
BA 4,047 + 0,0005

SA 3,047 £ 0,004

AbA 5,273 £ 0,013

BoA 11,440 + 0,006

En comparant les résultats de

la méme région. On peut déduire que la teneur en

flavonoides des extraits éthanoliques présente des valeurs importantes en flavonoides, par

contre la teneur en flavonoides des extraits aqueux présente une valeur tres faible (Figure 18).
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Figure 18 : Teneurs en flavonoides des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis

de diverses origines géographiques : Babor éthanolique (BE), Sétif éthanolique (SE), Ain-
Abbassa éthanolique (AbE), Boutaleb éthanolique (BoE), Babor aqueux (BA), Sétif

aqueux (SA), Ain-Abbassa aqueux (AbA), Boutaleb aqueux (BoA). Les valeurs ont éte

exprimées en tant que moyen de trois essais £ SD (N = 3).

La teneur en flavonoides totale décelée dans les extraits éthanoliques de la propolis
iranienne, était de 77,9 (= 0,39), 31,1 (+ 0.08) et 12,2 (+ 0,33) mg EQ/mg de propolis




respectivement pour les échantillons de Teheran, Isfahane et Khorsan (Mohammadzadeh et
al., 2007).

Le travail réalisé sur 1’échantillon éthanolique provenant du Brésil indique une teneur
en flavonoides de I’ordre de 43(+ 0,1) mg EQ/g de propolis brute (Alencar et al., 2007).

La teneur en flavonoides totale de la propolis de Chine varie de 8,3 (+ 3,7) a 188 (+
6,6) mg EQ/g de propolis brute (Ahn et al., 2007).

L’étude réalisée par (Kamazawa et al., 2004b), confirme que la teneur en flavonoides
dépend de la région botanique (Tableau 10), dévoilant ainsi que la quantification des
flavonoides peut étre trés utile pour différencier entre les échantillons de propolis. Ces
résultats sont comparables aux notres. Ceux de la Thailande (2,5 + 0,8 mg EQ/g de
propolis) avec SA (3,047 £ 0,004 mg EQ/g de propolis), de I’Ukraine (63,7 + 3,2 mg EQ/g
de propolis) avec BoE (61,6190 £ 0,0135 mg EQ/g de propolis), du Chili (116 £ 9,3 mg
EQ/qg de propolis) avec BE (111 £+ 0,007 mg EQ/g de propolis) et les valeurs d’échantillons
de Seétif (132,952 + 0,016 mg EQ/g de propolis) suivi de celle de Ain Abbassa (130,761 +
0.01 mg EQ/gde propolis) sont similaires a celles trouvés pour la propolis d’une région

d’Argentine (130 + 5,5 mg EQ/g de propolis).

Ces résultats ont été approuvés lors d’une autre étude réalisée sur la propolis de la
Kerrie, qui montre une teneur en flavonoides totale allant de 16-136 mg EQ /g de propolis
(Katalinic et al., 2006).

Tableau 10: Influence de la région sur la teneur en flavonoides de la propolis d’abeille

d’aprés (Kamazawa et al., 2004).

Provenance Flavonoides (mg EQ /g  Provenance flavonoides (mg EQ /g
propolis) propolis)

Argentine 130 (+ 5,5) New Zélande 152 (+ 12,6)

Australie 145 (£ 6,5) Afrique du sud 50,8 (= 0,8)

Brésil 51,9 (x2,4) Thailande 2,5(+0,8)

Bulgarie 157 (+ 8,9) Ukraine 63,7 (+ 3,2)

Chilie 116 (£ 9,3) Uruguay 168 (+ 6,4)

Chine 147 (£ 9,3) USA 122 (£ 6,2)

Hongrie 176 (£ 1,7) Ouzbékistan 94,2 (£ 6,8)

ﬂ



Chapitre 111 :

Etude de lactivite biologique de la
propolis



111.1. Matériel et méthodes



Materiels utilises
Souches bactériennes
L‘activité antibactérienne des extraits de la propolis a été tester contre:

Shewanella putrefaciens Pdpll, Photobacterium damselae subsp. piscicida SK 223/04
(CECT 7198), Vibrio harveyi Lg 16/00. Les souches ont été enfilés par le docteur MA
Morifiigo de I'Université de Méalaga (Espagne)

Animaux

Dix-huit spécimens de poissons, douze Sparus aurata (dorade) et six Dicentrarchus
labrax (bar), provenant d'une ferme locale de I'Instituto Espafiol de Oceanografia (Mazarron,
Espagne), ont été conserves dans des aquariums d'eau de mer agitée (débit 1500 Lh-1) a 28 %o
de salinité, 20°C, 12 h de lumiére et 12 h de photopériode sombre. Les poissons ont été
nourris avec des pastilles commerciales (Skretting) & raison de 1% en poids par jour. Ils ont
été acclimatés pendant 15 jours avant les expériences. Le Comité de Bioéthique de
I'Université de Murcie a approuveé les études décrites.

Milieux de culture

Deux milieux de cultures ont été utilisé, RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute,
Gibco) et HBSS (Hanks' Balanced Salts)

SRPMI : [RPMI-1640 additionné de chlorure de sodium a 0,35% (pour ajuster I'osmolarité
du milieu a I'osmolarité plasmatique de dorade de 353,33 mOs), 2% sérum de veau foetal
(FCS, Gibco), 100 IU ML-1 de pénicilline (Flow) et 100 pg mL-1 de streptomycine (Flow)]

SHBSS : [HBSS contenant 1 pg mL -1 d'acétate de myristate de phorbol (PMA, Sigma) et de
luminol 10* M (Sigma)]

Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés pour les différentes analyses traitées dans ce chapitre sont
résumés dans ce qui suit: 1, 1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), B-caroténe, 1’acide
linoléique, I'hydroxytoluéne butylé (BHT), Tween 40, rutine, quercetine, acide galique,
chloroforme, méthanol, diméthyl-sulfoxyde (DMSO), MS222 (Tricaine Methanesulfonate,
Sandoz), chlorure de sodium, lodure de propidium (Pl), Tetra Methyl Benzyl (TMB),
bromure de cétyl triméthyl ammonium (CTAB) ont été achetés aupres de Sigma, les autres

réactifs étant de qualité analytique.




I11.1.1. Activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits aqueux et éthanolique de la propolis est evaluée par

deux méthodes : test au DPPH et le test de blanchissement du -caroténe.

11.1.1.1. Test au DPPH
Principe

Le 1, 1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est défini comme radical libre stable par vertu
de la délocalisation de 1’¢lectron disponible qui provoque la couleur violette profonde,
caractérisée par une absorption (517 nm). Il réagit avec des groupements amines, les
phénols, les acides, les composés hydro-aromatiques, etc...Cette propriété est largement
recommandée et utilisé dans la pratique analytiqgue. Quand la solution de DPPH est
mélangée a celle d'une substance qui peut donner un atome d'hydrogéne ou un électron, alors
ceci provoque la forme reduite (1,1-diphenyl-2-(2,4,6- trinitrophenyl) hydrazine (DPPH2,
figure 19) avec la perte de la couleur violette et apparition d’une couleur jaune pale
résiduelle due a la présence de groupement picryl selon la réaction suivante (Molyneux,
2004) .
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Figure 19 : Réduction du radical libre DPPH en DPPH (Molyneux, 2004).

Mode opératoire

Une solution méthanolique de 0,004% de DPPH est mélangée avec différentes
concentrations des extraits de propolis. A cet effet, 50 pL de chaque dilution de ces extraits
sont mis dans un tube a essai, et additionnés de 1,25 mL de solution méthanolique de
DPPH. Aprés une incubation de 30 min a I’abri de la lumiére a température ambiante,
I’absorbance est lue & 517 nm contre un blanc qui contient du méthanol pur (Boumerfeg et

al., 2009). L’opération est répétée en remplacant 1’extrait de propolis par le témoin positif




(BHT). Toutes les opérations sont réalisées en triplicata. L’évaluation de D’activité
antioxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée en pourcentage d’inhibition de

celui-ci selon la relation suivante:

(Abs control - Abs extrait)
% d’inhibition du DPPH = x 100
Abs control

Ou Abs : absorbance.

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuite par la valeur de la Clso, sachant que 1’Clso
est la concentration d’extrait nécessaire pour I’obtention de 50% de la forme réduite du

radical DPPH".
111.1.1.2. Test de blanchissement du p-caroténe
Principe

L’activité antioxydante des extraits de propolis est mesurée selon la méthode d’Aslan et
al. (2006). L’oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, ces radicaux
libres vont par la suite oxyder le $-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge,
qui est suivie par spectrométrie a 490 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le
blanchissement du pB-caroténe. Dans ce test la capacité antioxydante est déterminée en
mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative du p-carotene (décoloration) par les

produits d’oxydation de I’acide linol¢ique (Tepe et al., 2006).

LOO® + p-carotene —— 5  Blanchissement

+e +H*
LOO" -  , oo __" | LOOH
LOO" + AH > A"+ LOOH
Ou:

LOO": les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique

AH : un antioxydant

.



Mode opératoire

Du B-carotene est dissout a raison de 0,5 mg dans 1mL de chloroforme. La solution
obtenue est introduite dans un ballon contenant 25 pL d’acide linoléique et 200 mg de tween
40. Apreés évaporation du chloroforme, 100 mL d’cau distillée saturée en oxygene sont ajoutés
sous agitation vigoureuse. De cette nouvelle solution 2,5 mL sont transférés dans des tubes
aux quels sont additionnés 350 pL de chaque extrait de propolis (2 mg/mL). Un tube
contenant 2,5 mL d’émulsion et 350 pL de méthanol ou d’eau distillée servira de témoin
négatif. Alors qu’un tube contenant 2,5 mL d’émulsion et 350 pL de BHT servira de témoin
positif. Le blanc est représenté par 350 UL de chaque extrait auquel on ajoute 2,5 mL d’eau
distillée. L’absorbance est immédiatement mesurée a 790 nm, d’autres lectures sont faites a
différents intervalles de temps (0, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h et 48h), (Aslan et al., 2006). L’activité
antioxydante relative aprées 24 heures est calculée selon la relation suivante :

AAR = (Abs gchantillon/ Abs gHT) X 100
Ou:
AAR : activité antioxydante relative.
ADS Echantillon : absorbance de I’échantillon apres 24 heures.
Abs sHT : absorbance du BHT aprés 24 heures.

111.1.2. Activité anti bactérienne des extraits de propolis

Deux bactéries marines pathogénes Vibrio harveyi et Photobacterium damselae, et une
bactérie non pathogene Shewanella putrefaciens ont été utilisées pour deéterminer I'activité
bactéricide présente dans les extraits de propolis. Les bactéries ont été cultivées sur de la
gélose tryptique de soja (TSA) a 25 °C. Ensuite, des colonies de 18h de 1 a 2 mm ont été
diluées dans 5 mL de milieu de culture liquide (TSB) et cultivées pendant 16 h a 25 °C.
L'activité antimicrobienne des extraits de propolis a été determinée en évaluant leurs effets sur
les courbes de croissance bactérienne en utilisant la méthode de Sunyer et Tort (1995) avec
quelques modifications. Des aliquotes de 10 pL de chacune des dilutions bactériennes (1/10)
ont été placées dans des plaques a 96 puits a fond plat (Nunc) et incubées avec des volumes
égaux des extraits de propolis (concentration finale 500 pug/mL) pendant deux heures. La DO
des échantillons a été mesuré a 620 nm (BMG, Star Galaxy Fluoro) a des intervalles de 30
minutes pendant 24 h & 25 °C. Des échantillons sans bactéries ont été utilisés comme blancs
(témoin négatif). Des échantillons sans extraits de propolis ont été utilisés comme témoins

positifs.




111.1.3. Effets in vitro des extraits de la propolis sur les réponses immunitaires innées de

la dorade

111.1.3.1. Préparations des solutions des extraits et mesure de I’Osmolalité

Pour préparer une solution mére de chaque extrait de propolis, 200 mg de propolis est
dissout dans 1 mL de DMSO (100%). Par addition du milieu de culture RPMI-1640, des
dilutions en série sont effectuées pour avoir des concentrations finales de 1; 100 et 200 pg/mL
pour chaque extrait de propolis (dans tous les cas le DMSO était inférieur a 0,1%), (Frion-
Herrera et al., 2013). L’osmolalité du milieu de culture et de chaque concentration de chaque

extrait de propolis est mesurée par un Osmométre a tension de vapeur (Vapro® Modéle 5600).
111.1.3.2. Conception expérimentale et échantillonnage

Pour I'étude in vitro, les poissons ont été anesthésiés avec 100 mg/L MS222 (Tricaine
Methanesulfonate, Sandoz). Apres le saignement, des leucocytes sont prélevés de la partie
céphalique du rein de poissons (Head kidney ou HK) dans des conditions stériles. La partie
céphalique du rein est ensuite coupée en petits fragments et transférée dans 8 ml de sRPMI
[milieu de culture RPMI-1640 additionné de chlorure de sodium a 0,35% (Esteban et al.,
1998). Des suspensions cellulaires ont été obtenues en forcant des fragments de I'organe a
travers une maille de nylon (maille de 100 um), lavées deux fois avec le milieu de culture

(400 g, 10 minutes), comptées et ajustées a 2x107 cellules mL-1 dans SRPMI,

Les leucocytes isolés ont été incubés seuls (témoin) ou avec différentes concentrations
d'extraits de propolis. Pour cela, des aliquotes de leucocytes ont été distribués dans des
plaques de micro titrage a 96 puits a fond plat (Nunc) et incubés avec des extraits de propolis
(100 et 200 pg/mL) pendant 30 minutes a 22 °C, avec 85% d'humidité relative et dans une
atmospheére a 5% de COsa.

111.1.3.3. Effet des extraits de propolis sur la viabilite des leucocytes

Pour déterminer si les extraits de propolis affectaient la viabilité des leucocytes préleves
des HK de S. aurata et D. labrax, les leucocytes sont incubés avec différentes concentrations
d'extraits de propolis dans des tubes de 5 mL (Falcon, Becton Dickinson). Ensuite, 40 pL
d'iodure de propidium (PI) (400 pg mL/L, Sigma) sont rajoutés a chaque échantillon. Les
tubes ont été mélangés doucement avant analyse dans un cytométre a flux FAC Scan (Becton
Dickinson) avec un laser a argon ajusté a 488 nm. Les analyses ont été effectuées sur 5 000

cellules. Les données ont été recueillies sous forme de diagrammes a deux parametres




(granularité) (SSC) et de dispersion directe (taille) (FSC). Des diagrammes a points ou
histogrammes a fluorescence rouge (FL2) ont alors été réalisés sur un systeme informatisé.
Les cellules mortes ont été estimées comme le pourcentage de cellules avec de l'iodure de

propidium (cellules fluorescentes Pl-rouge).
Marquage au Pl (lodure de Propidium)

Le PI est un marqueur d’acide nucléique de nature hydrophobe. Normalement, il pénétre a
I’intérieur des cellules uniquement lorsque les membranes ont été fragilisées (cellule mortes,
ou en apoptose, ou membranes perméabilisées artificiellement). Cette pénétration

s’accompagne d’une Fluorescence rouge mesurée a 617 nm (Lecoeur, 2002).
111.1.3.4. Burst Respiratoire et Activité de la peroxydase leucocytaire
Principe

Les peroxydases représentent une grande famille d'enzymes retrouvées chez les animaux
(myéloperoxydase), les plantes, les champignons et les bactéries telles que : la peroxydase du
type cytochrome-C ou encore la peroxydase de raifort ("horse radish peroxidase”, HRP). Ces

enzymes catalysent les réactions d'oxydoréduction suivantes:
ROOR '+ donneur d'électrons (2 e-) + 2H + — ROH + R'OH

Pour de nombreuses peroxydases, le substrat optimal est le peroxyde d'hydrogéne (H202).
Cependant, certaines sont plus actives avec les hydro peroxydes organiques tels que les
peroxydes lipidiques. En effet, dans la cellule les peroxydases neutralisent les radicaux
hydroxydes toxiques qui sont des sous-produits formés pendant la respiration aérobie. La
myéloperoxydase (MPQ) est une enzyme peroxydase qui, est plus abondamment exprimée
dans les granulocytes neutrophiles. Il s'agit d'une protéine lysosomale stockee dans des
granules azurophiles du neutrophile. La protéine MPO de 150 kDa est un dimeére constitué de
deux chaines Iégeres de 15 kDa et de deux chaines lourdes glycosylées a poids variable liées a
un groupe hématique prosthétique. MPO produit de I'acide hypochloreux (HOCI) a partir du
peroxyde d’hydrogene (H202) et de I'anion chlorure (CI") pendant ’hyperactivité du burst
Respiratoire des neutrophiles (Figure 20), (Bayne et Levy, 1991).
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Figure 20 : Réactions oxydatives du burst respiratoire des phagocytes téléostéens. Les
chiffres correspondent aux enzymes suivantes: 1, la NADPH oxydase; 2, le superoxyde

dismutase; 3, la catalase; 4, de la peroxydase; 5, la myéloperoxydase (Bayne et Levy, 1991).

111.1.3.4.1. Burst Respiratoire
Principe

Le phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) est un stimulant d'origine chimique qui peut
activer la protéine kinase C de facon spécifique en se fixant sur le site de reconnaissance du
diacylglycérol ; il déclenche alors une activité respiratoire importante et durable chez le

granulocyte neutrophile (Gschwendt et al., 1991).

Un oxydant est nécessaire afin de provoquer la luminescence du luminol. Habituellement,
une solution de peroxyde d'hydrogéne (H202) et un sel hydroxyde aqueux sont utilisés comme
activateurs. En présence d'un catalyseur - comme un composé ferreux — le peroxyde

d'hydrogene est décomposé en eau et en dioxygéne :
2H202—02+2H:0

Les enzymes de beaucoup de systemes biologiques sont également susceptibles de

catalyser la décomposition de peroxyde d'hydrogene (Dominique et Larpent, 1993).

Lorsque le luminol réagit avec le sel hydroxyde (Figure 21), un dianion se forme.
L'oxygene issu de la décomposition du peroxyde d’hydrogene réagit alors avec ce dianion. Le
produit de cette réaction, un peroxyde organique, trés instable se décompose immédiatement

avec une perte d'azote pour produire de I'acide 3-aminophtalique possédant des électrons dans



http://www.futura-sciences.com/planete/definitions/botanique-neutrophile-6805/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anion#Le_dianion

un état excité. La désexcitation des électrons provoque I'émission d'énergie sous forme d'un

photon de lumiere bleue visible (Clark, 1937).
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Figure 21 : Mécanisme de chimiluminescence du Luminol (Clark, 1937).

Mode opératoire

L'évaluation du Burst Respiratoire des extraits de propolis a été effectuée en mesurant
l'activité respiratoire des leucocytes HK de la dorade par une méthode de chimio
luminescence (Bayne et Levy, 1991). Pour ce fait, 50 pL de SHBSS ont été ajoutés a chaque
échantillon de leucocytes HK (préalablement incubés avec différentes concentrations
d'extraits de propolis). La plaque a été agitée et immediatement lue dans un lecteur de plaques
(BMG, Star Galaxy Fluoro) pendant 1 h a intervalles de 2 min. La cinétique des réactions a
été analysée et la pente maximale de chaque courbe a été calculée. Les fonds de luminescence

ont éte calculés en utilisant des solutions réactives contenant du luminol mais pas du PMA.
111.1.3.4.2. Activité de la peroxydase leucocytaire
Principe

L’activité de la peroxydase leucocytaire est déterminée par la technique ELISA (enzyme
linked immuno-sorbent assay), une procédure simple, directe et automatisée. Ou 1’anticorps

polyclonal anti-MPO a été fixé sur des plaques a 96 puits. Et I'anticorps polyclonal anti-MPO
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conjugué a la biotine a été utilisé comme anticorps de détection. Des substrats TMB (Tétra
méthyl benzyle) ont été utilisés pour visualiser la réaction enzymatique HRP. Le TMB a été
catalysé par HRP pour produire un produit de couleur bleue qui s'est transformé en jaune
apres addition d'une solution d'arrét acide. La densité de la couleur jaune est proportionnelle a
la quantité MPO de I'échantillon capturé dans la plaque. L’ Absorbance est lue a 450 nm dans
un lecteur de microplaques, ce qui permet de déterminer la concentration de MPO
(ABNOVA, 2017).

Mode opératoire

L'activité peroxydase des leucocytes HK de la dorade a été mesurée selon Quade et Roth
(1997). Les leucocytes HK ont été d’abord incubé avec différentes concentrations des extraits
de propolis, puis ont été lysé avec 50 pL de bromure de cétyl triméthyl ammonium a 0,002%
(CTAB; Sigma). C’est alors que 100 pL de TMB a 10 mM et de H202 a 5 mM, sont rajoutés.
Le changement de couleur de la solution a été arrété apres 2 min en ajoutant 50 pL d'acide
sulfurique a 2 M. Des échantillons standards sans leucocytes ont été utilisés comme témoin
blancs. L’Absorbance est lue a 450 nm dans un lecteur de microplaques (BMG, Star Galaxy

Fluoro).
111.1.3.5. Analyses statistiques

Les données ont été analysées statistiquement par analyse de la variance unidirectionnelle
(ANOVA) pour tester les différences entre tous les traitements, et un test post-hoc (Student-
Newmal-Keuls) a été utilisé pour déterminer les différences entre deux groupes si nécessaire.
Les hypothéses d'homogénéité des variances et de la normalité ont été veérifiées a I'aide des
tests de Levene et Kolmogorov-Smirnov / Shapiro Wilk respectivement. Les données non
normalement distribuées ont été transformées logarithmiquement avant I'analyse et un test
non paramétrique de Kruskal-Wallis, suivi d'un test de comparaison multiple, a été utilisé
lorsque les données ne correspondaient pas aux hypothéses paramétriques. Les analyses
statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel IBM SPSS Statistics 20. Les différences ont

été considérées comme statistiguement significatives a un niveau de confiance de 95%.

-



[11.2. Résultats et Discussion



111.2.1. Evaluation de ’activité antioxydante et antiradicalaire

II1.2.1.1. Détermination de ’activité anti-radicalaire au radical DPPH

L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en fonction de la concentration des
différents extraits utilisés et des témoins BHT, Rutine, Quercetine et Acide gallique
(antioxydants de référence).L’activité antioxydante des extraits est exprimée en ICso, Ce
parameétre a été employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il

définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de 1’activité du radical
DPPH" (couleur). Ces ICso sont déterminées a partir des graphes (Figure 1-12, Annexe I1)

dont I’abscisse représente la concentration de 1’extrait brut et 1’ordonné 1’activité antioxydante

en pourcentage.

Tous les extraits ont un pouvoir anti radicalaire envers le DPPH", plus la valeur de I’ICso

est petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant. Les résultats illustrés
dans la figure (Figure 22) montrent que les activités antiradicalaires des extraits de la propolis
sont assez importantes. On remarque aussi que le pouvoir antiradicalaire augmente avec
I’augmentation de la concentration, ce qui a été remarqué avec le pouvoir réducteur des

extraits éthanoliques ainsi que dans 1’étude réalisé par Leandro et al., (2008).
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Figure 22 : Valeurs d’ICso des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis de diverses

origines géographiques.

Afin d’établir une comparaison entre les échantillons on a déterminé les 1Cso Tableau 11.

Les extraits éthanoliques et aqueux présentent une activité antiradicalaire différente. C’est




I’échantillon de Babor qui a  présenté le plus important pouvoir antiradicalaire. Par contre
I’échantillon provenant de Boutaleb a présenté le plus faible pouvoir antiradicalaire. Les
autres échantillons ont présenté des valeurs moyennes pour les régions Sétif et Ain Abbassa,

respectivement.

Tableau 11 : Valeurs d’ICso des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis de

diverses origines géographiques.

Echantillon I1Cso (ug/mL)
SE 18,0351+0,0192
BE 6,7332+0,0040
AbE 8,4999+0,0107
BoE 22,0204+0,0051
SA 21,1687+0,0090
BA 9,1502+0,0035
AbA 16,9836+0,0288
BoA 23,0822+0,0144
BHT 5,94815+0,0011
Rutine 5,5859+0,0004
Quercetine 2,5654 +6,6235 E-05
Acide galique 1,2672+0,0017

En comparant les ICso des quatre régions des extraits aqueux, on peut en déduire que
I’extrait de la région Babor présente le meilleur pouvoir antiradicalaire estimé a 9,15 pg/mL,
suivi par la région de Ain abbassa avec 16,98 pg/mL. Par ailleurs, L’extrait aqueux de

Boutaleb présente un pouvoir antiradicalaire plus faible avec une valeur de 1Csy= 23 pg/mL.

D’autre part, la Quercetine et 1’Acide galique ont montré une activité antioxydante avec
une ICso de I’ordre de 2,56 et 1,26 pg/mL, respectivement, et donc trés elevé par rapport & nos
extraits. Alors que la Rutine (ICso= 5,58 pug/mL) et le BHT (ICso= 5,94 pg/mL) ont montré

une activité antioxydante proche de I’extrait éthanolique de Babor (BE).

Les composés phénoliques sont doués d’effets biologiques multiples, y compris I'activité
antioxydante (Ahn et al., 2007) .Parmi les principaux groupes de composes présents dans la
propolis nous retrouvons les polyphénols et les flavonoides qui peuvent agir sur 1’¢limination
des radicaux libres ou empéchent leur formation. Ce fait peut contribuer a la capacité de la
propolis a empécher I'oxydation (Ahn et al., 2007 ; Moreira et al., 2008).

-



Les propriétés antioxydantes des différents extraits végétaux et des composés purs peuvent
étre evaluées en utilisant divers essais in vitro. En effet, les propriétés antioxydantes de la
propolis portugaise du nord-est et du centre du Portugal ont déja été démontrées en utilisant la
méthode DPPH et le pouvoir réducteur du fer (Moreira et al., 2008). Dans notre cas, la
méthode du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) a été utilisée pour évaluer la capacité des
extraits de propolis a éliminer les radicaux libres. Par conséquent, ces extraits étant capables
d'empécher la formation de radicaux anioniques superoxydes, ils empéchent aussi I'oxydation
et les dommages des tissus vivants. Les extraits éthanoliques de la propolis provenant du
Portugal ont montré que les valeurs d’ICs, obtenues sont de I’ordre de 6 et 25 pg/mL
respectivement pour les propolis de Bornes et Funddao (Leandro et al., 2008). Ces résultats
rejoignent ceux du présent travail (6 et 22 pg/mL pour Babor et Boutaleb, respectivement)
ceci nous permet de dire que les échantillons de propolis étudiés ont un pouvoir

antiradicalaire.
I11.2.1.2. Test de blanchissement du p-carotene (the bleaching test)

La cinétique de blanchissement du B-caroténe en absence et en présence des extraits de

propolis et d’antioxydant standards (BHT) a été suivie (Figure 23).

0,6
‘_ ——SE
0,5
- ol B
s —— AbE
=
_g = BOE
S ——SA
—
< 0,2 —0—BA
AbA
0,1
BoA
0 T T T T T 1 BHT
0 10 20 30 40 50 60
MEOH
Temps (heure)

Figure 23 : La cinétique de blanchissement du B-carotene en absence et en présence des
extraits éthanoliques et aqueux de la propolis de diverses origines géographiques




La technique de décoloration du B-caroténe/acide linoléique permet d’évaluer 1’activité
antioxydante des extraits de propolis par inhibition de la peroxydation des lipides en suivant
I’absorbance dans le temps, les absorbances des milieux réactionnels en absence des extraits
diminuent rapidement dans le temps, alors que I’ajout d’extraits actifs ou de BHT ralentit ce

déclin.

Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux peroxydes suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogeéne a partir de groupements méthylénes de 1’acide
linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement insaturé
entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie spectrophotométriquement a
490nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres

dérivés de ’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du (3-carotene.

L'effet de 2 mg/mL des extraits de la propolis sur la peroxydation lipidique d'une
émulsion d'acide linoléique pendant 24 heures est représentée en Tableau 12 et Figure 24. En
fonction des échantillons, cette activité était comprise entre 67,758 + 0,686 % et 87,330 +
2,597%. Cependant, la plus faible activité a ét¢ obtenue avec 1’extrait BA tandis que les

valeurs les plus élevées ont été obtenues pour AbE.

Nous avons également observé que les extraits éthanoliques des échantillons de propolis

avaient une forte activité antioxydante.
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Tableau 12 : L'activité antioxydante relative de blanchissement du -caroténe en présence

des extraits éthanoliques et aqueux de

pendant 24h.

la propolis de diverses origines géographiques

Echantillon AAR%

SE 86,049+0,427
BE 75,729+3,950
AbE 87,330+2,597
BoE 85,836+0,213
SA 77,295+1,612
BA 67,758+0,686
AbA 78,434+0,493
BoA 80,711+1,897
BHT 100+0,537
MEOH 30,249+2,342
H20 29,323+2,835

Babor éthanolique (BE), Sétif éthanoliqgue (SE), Ain-Abbassa ethanolique (ADbE),
Boutaleb éthanolique (BoE), Babor aqueux (BA), Sétif agueux (SA), Ain-Abbassa aqueux
(AbA), Boutaleb aqueux (BoA), le méthanol (MEOH), I'eau (H20) et le BHT. Les valeurs ont

été exprimées en tant que moyen de trois essais + SD (N = 3).
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Figure 24 : L'activité antioxydante relative de blanchissement du p-caroténe en présence
des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis de diverses origines géographiques Babor
éthanolique (BE), Sétif éthanolique (SE), Ain-Abbassa éthanolique (AbE), Boutaleb éthanolique
(BoE), Babor aqueux (BA), Sétif aqueux (SA), Ain-Abbassa aqueux (AbA), Boutaleb aqueux (BoA),
le méthanol (MEOH), I'eau (H20) et le BHT pendant 24h. Les valeurs ont été exprimées en

tant que moyen de trois essais + SD (N = 3).

L'activité antioxydante représentée sur la Figure 24 semble corréler avec les teneurs
totales en flavonoides des extraits. Les flavonoides ont été rapportés comme étant les

antioxydants les plus abondants et le plus efficaces dans la propolis (Scheller et al., 1990).

Ahn et al. (2004) ont rapporté l'activité antioxydante de la propolis de diverses régions de
la Corée. Ou I'EEP de Cheongju évaluée par le systéme p-carotene-acide linoléique, a

présenté une activité antioxydante plus forte (~ 40%) que celle des autres régions.

Par ailleurs, Nieva Moreno et al. (2000) en étudiant l'activité antioxydante de la propolis
d’ Argentine, ont rapporté une étroite corrélation entre les teneurs en flavonoides et l'activité
antioxydante de celle-ci. Cependant, d'autres facteurs seraient impliqués. C’est ce qui avait
été précédemment rapporté par Yamauchi et al. (1992), qui avaient isolé un flavonoide (le
benzyle) comme I'un des antioxydants de la propolis chinoise.

Selon la méthode utilisée, différents résultats peuvent étre obtenus puisque I'oxydation est
un processus complexe se produisant en plusieurs étapes et les mécanismes par lesquels les
activités antioxydantes peuvent étre mesurées sont différents. En fait, le procédé d'évaluation

de la capacité d'inhibition de la formation d'anions de radicaux superoxydes est différent de
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ceux dans lesquels on évalue la capacité de balayage des radicaux DPPH. Dans ces deux cas,

les méthodes sont basées sur la réaction de transfert d'électrons (Sanchez-Moreno, 2002).

Par conséquent, il y a une activité antioxydante due a la présence de polyphénols
(Ahn et al., 2007; Moreira et al., 2008), mais cette activité n'est pas directement corrélée avec
la teneur en phénol, comme cela a été observé dans les échantillons du nord-est et du centre
du Portugal ou de Chine. La structure chimique du phénol est un facteur determinant de
I'activité antioxydante (Rice-Evans et al., 1995; Heim et al., 2002; Tsao et Deng 2004). Il est
considéré que l'activité antioxydante des composés phénoliques est due a leurs potentiels
d'oxydo-réduction élevé, ce qui leur permettent d'agir comme des agents réducteurs donneurs
d'’hydrogéne et les désactivateurs d'oxygene singulet. La présence de groupes hydroxyle dans
les positions 3'-4'- et 5 'dans le cycle B des flavonoides augmente I'activité antioxydante par
rapport aux composes avec un groupe hydroxyle. De plus, la présence de groupe hydroxyle en
position 3 et de 2,3-double liaison conjuguée au groupe 4-oxo semble avoir une importance
dans les propriétés antioxydantes (Miguel, 2010). En outre, ces derniers ont également
montré que les niveaux mesurés de phénols et de flavonoides ne reflétent pas directement

I'activité antioxydante des extraits de propolis (Silva et al., 2006).
111.2.2. Activité bactéricide

Dans le présent travail, I'activité bactéricide a suivi un modéle similaire pour les huit
extraits étudiés contre V. harveyi. Toutefois, cette activité était trés faible et de facon

frappante, spécialement dans le cas des extraits aqueux vis-a-vis de P. damselae (Figure 25).

Malgré la faible activité des extraits aqueux dans le cas de P. damselae, le profil
bactéricide était également assez similaire. Cependant, en considérant tous les extraits
confondus la plus haute activité a été retrouvée vis-a-vis de S. putrefaciens. Par contre, dans
les extraits éthanoliques, l'activité bactéricide était la plus élevée contre S. putrefaciens, et la
plus faible contre V. harveyi. Il est d’ailleurs admis que 1'extrait éthanolique de la propolis a
un potentiel éleve comme source alternative de composés antibactériens (Lu et al., 2005;
Basim et al., 2006 ; Mohammadzadeh et al., 2007 ; Yang et al., 2007; Castro et al., 2009).
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Figure 25 : Activité bactéricide des extraits de propolis (Babor éthanolique (BE), Sétif
éthanolique (SE), Ain-Abbassa éthanolique (AbE), Boutaleb éthanolique (BoE), Babor
aqueux (BA), Sétif aqueux (SA), Ain-Abbassa aqueux (AbA), Boutaleb aqueux (BoA)) contre
Vibrio harveyi, Photobacterium damselae et Shewanella putrefaciens. Les barres représentent
la moyenne £ SD (N = 3). ** indiquent des différences significatives par rapport au contréle

positif (0% d'activité bactéricide, P<0,01).

Comme tous les étres vivants, les poissons sont sensibles aux infections bactériennes,
surtout dans les élevages de forte densite. (les épidémies) sont responsables de taux de
mortalité élevés et d'une diminution de la productivité, entrainant de lourdes pertes

économiques pour les pisciculteurs (Hatha et al., 2005).

Pour lutter contre ces maladies bactériennes, les pisciculteurs comme tous les éleveurs ont
recours a une grande varieté d'antibiotiques et ont contribué au developpement et a la
sélection de bactéries résistantes. En plus des problémes occasionnés en pisciculture, ces
derniéres peuvent constituer une source d’agents pathogeénes pour d'autres animaux et pour les
humains (Hatha et al., 2005; Castro et al., 2008). D’ou le besoin urgent de rechercher de
nouveaux médicaments par la mise en ceuvre de thérapies alternatives pour lutter contre ces

maladies bactériennes. Par sa richesse en substances aussi nombreuses que différentes, la

.




propolis constitue une source thérapeutique inépuisable (Grange et Davey, 1990; Banskota et
al., 2001b).

Trois maladies bactériennes d’un grand impact économique dans les fermes de dorade ont
fait I’objet de la présente étude. La vibriose ayant pour étiologie des espéces du genre Vibrio,
celui-ci est largement distribué dans les milieux marins et saumatres. Ce sont les espéces V.
harveyi et V. anguillarum, les plus importantes sur le plan économique en larviculture marine
et en aquaculture aussi bien des poissons que celle des fruits de mer (Frans et al., 2011,
Chisada et al., 2013).

Une autre maladie aussi importante que la précédente, la pasteurellose ou
pseudotuberculose, est une septicémie bactérienne causée par la bactérie halophile
Photobacterium damselae subsp. piscicida (anciennement Pasteurella piscicida) chez une

grande variété de poissons marins (Romalde, 2002).

Shewanella putrefaciens est responsable d'infections cutanéomuqueuses, de suppurations
profondes et de bactériémies. Ces dernieres compliquent parfois les infections
cutanéomuqueuses non traitées. Cependant, chez certains patients fragilisés par une
pathologie hépatobiliaire, la bactériémie survient généralement sans notion de porte d'entrée
infectieuse a I'examen clinique et son pronostic est souvent fatal malgré I'antibiothérapie (Holt
et al., 2005)

Les données de nombreuses études concernant les propriétés antibactériennes de la
propolis confirment le fait que la propolis serait principalement active contre les bactéries a
Gram positives et afficherait une activité beaucoup plus faible, voire nulle contre les bactéries
a Gram négatives (Dobrowolski et al.,1991; Marcucci, 1995; Kujumgiev et al., 1999; Sforcin
et al., 2000; Kartal et al., 2001; El-Fadaly et EI-Badrawy, 2001; Stepanovic et al., 2003;
Silici et Kutluca, 2005; Drago et al., 2007).

En testant des échantillons de propolis provenant de différentes régions géographiques
(zones tropicales et temperées) Kujumgiev et al. (1999) ont obtenu une activité

antibactérienne significative contre S. aureus, mais aucune contre E. coli.

Grange et Davey (1990), ont rapporté que les extraits éthanoliques de la propolis (EEP)
de Boiron et Cie, Lyon, France inhibaient complétement la croissance de S. aureus,
Enterococcus spp. et Bacillus cereus, partiellement la croissance de Pseudomonas aeruginosa

et E. coli et n'ont eu aucun effet sur Klebsiella pneumoniae.
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D’autre part, de faibles concentrations de propolis brésilienne collectée au cours des
quatre saisons inhibaient la croissance des bactéries a Gram positives alors que des
concentrations plus élevées d'EEP étaient nécessaires pour inhiber les bactéries a Gram
négatif. Cependant, aucune différence d’activité n’a été enregistrée sur les courbes de survie
de S. aureus et E. coli en fonction des périodes de collectes. On peut s'attendre a ce que la
propolis produite a différentes saisons, et donc a partir d'especes végétales ou d'organes
végétaux potentiellement différentes, présente une variation chimique importante, mais
comme la diversité climatique est également un facteur important, il se peut que la zone
d'échantillonnage ne révele pas de variations climatiques importantes au cours de l'année et

donc une flore plus ou moins constante (Sforcin et al., 2000).

Auparavant il a été démontré que des échantillons de propolis brésiliennes collectés dans
diverses régions avaient inhibé Il'activité enzymatique de Streptococcus spp. (Park et al.,
1998). En effet, ce dernier est d’un grand intérét odontologique, par sa capacité a métaboliser
les hydrates de carbones par la glucosyl transférase en dextrane, elle adhere aux dents en
formant la plaque dentaire. (De castro, 2001). Cela prouve ainsi I'efficacité de ces produits a
base de propolis, ce qui en fait une alternative thérapeutique naturelle pour le traitement des
mycoses cutanées chez les chevaux et ne porte aucuns effets secondaires toxiques des produits
pharmaceutiques conventionnels (De castro, 2001).

En outre, plusieurs bactéries anaérobies causant des maladies parodontales sont sensibles a
I'extrait éthanolique de la propolis, encore une fois, le Gram négatif est le plus résistant a

I'action de la propolis (Santos et al., 2002; Volpi et Bergonzini, 2006; Koru et al., 2007).

Certains auteurs ont suggéré que la résistance accrue des bactéries Gram-négatives
pourrait étre due a la présence de pompes d'efflux dans les membranes plasmiques qui
empécheraient I'entrée intracellulaire des constituants de la propolis, ou favoriseraient leur
extrusion a partir de la cellule, ou méme parce que la propolis contiendrait beaucoup de
constituants de résine végetale qui sont sécretées pour protéger les plantes des agents

pathogenes Gram positifs principalement (Garedew et al., 2004).

L'activité antibactérienne de la propolis a été principalement corrélée avec les flavonoides,
tels la galangine, la pinocémbrine et la pinostrobine étant reconnues comme les plus efficaces
(Dimov et al., 1992). Cependant, il existe des rapports d'échantillons de propolis contenant
uniquement des traces de flavonoides mais présentant une action antibactérienne (Tomas-
Barberan et al., 1993). L'acide ferulique et I'acide caféique, lI'acide coumarique prénylé et les
dérivés de la benzophénone ou des acides diterpéniques sont également des composés
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bioactifs (Kujumgiev et al., 1990; Ghisalberti, 1979; Mirzoeva et al., 1997; Burdock, 1998,
Castaldo et Capasso, 2002; Popova et al., 2007), mais le mecanisme exact de l'action
antimicrobienne reste a élucider et n'a fait l'objet que de quelques publications. La
microscopie électronique et le test micro calorimétrique, ont montré que I'EEP interfére avec
la division de Streptococcus agalactie. Cette interférence serait due a la formation de
structures pseudo-multicellulaires, a la désorganisation du cytoplasme, a l'inhibition de la
synthese des protéines aboutissant enfin a la lyse cellulaire (Takaisi-Kikuni et Schilcher,
1994).

De nombreuses bactéries sont effectivement éliminées par les flavonoides. Cependant, les
cibles primaires des flavonoides, les eicosanoides, ne semblent pas étre synthétisées par les
bactéries puisque les enzymes impliquées sont seulement présentes dans les cellules
eucaryotes. Les procaryotes contiennent cependant des métalloenzymes, telles que les
phosphatases, et c’est avec les atomes de métaux lourds que les flavonoides forment un
complexe de ligand plus d’affinité, privant ainsi les méttaloenzymes de leurs cofacteurs (Fokt
et al., 2010). L'effet bactéricide des flavonoides peut étre dd a une perturbation métabolique
dans les canaux ioniques en raison d'une altération des réactions de phosphorylation /

déphosphorylation (Mirzoeva et al.; 1997; Farnesi et al., 2009).

L'acide caféique, I'acide benzoique et I'acide cinnamique agissent probablement aussi sur
les sites de la membrane microbienne ou de la paroi cellulaire, provoquant des dommages

fonctionnels et structurels (Marcucci, 1995; Mirzoeva et al., 1997).

Certains diterpenes et composés phénoliques possedent une activité contre Helicobacter
pylori (Boyanova et al., 2005), une bactérie Gram négative qui provoque l'ulcére
gastroduodénal et le cancer gastrique. Jusqu'a présent, aucun composant de propolis n'a
montré une activité antibactérienne supérieure a celle de I'extrait brut (Bonvehi et al., 1994).
Certains auteurs attribuent I’activité antimicrobienne de la propolis a sa composition
hautement complexe et variable, et les données recueillies jusqu'a présent suggerent qu'elle
peut étre liée a de multiples cibles, avec plusieurs constituants agissant en synergie (Amoros
et al.,, 1992; Takaisi-Kikuni et Schilcher, 1994; Mirzoeva et al, 1997, Burdock, 1998;
Scazzocchio et al., 2006).

La propolis affecte la membrane cytoplasmique, inhibe la motilité bactérienne et I'activité
enzymatique, présente une activité bactériostatique contre différents genres bactériens et peut
étre bactéricide en concentrations élevées (Mirzoeva et al., 1997). Certains de ces exemples et

son action multiple contre de nombreux facteurs de virulence des bactéries Gram-positives
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présentant un intérét clinique: le facteur de virulence de la coagulase staphylococcique est
complétement supprimée, la lipase fortement réduite et la prévention de la dose-dépendante

de la formation de biofilms est évidente en présence d'EEP (Scazzocchio et al., 2006).

Bien que les observations in vivo soient toujours manquantes, cette réduction des facteurs de
virulence microbienne est sans aucun doute une cible intéressante dans le traitement des
infections a Gram positif. La synergie entre I'EEP et les antibiotiques, avec une réduction
nette des valeurs de CMI pour plusieurs souches, a également été rapportée (Stepanovic et al.,
2003; Scazzocchio et al., 2006,).

111.2.3. Effets in vitro des extraits de la propolis sur les réponses immunitaires innées de

la dorade

Les valeurs d’osmolalité du milieu de culture RPMI et des extraits de la propolis par
I’eau distillée (BA, SA, AbA, BoA) et par 1’éthanol (BE, SE, AbE, BoE) a différentes
concentrations, sont présentées dans le tableau suivant (Tableau 13).

Tableau 13 : Les valeurs d’osmolalité du milieu de culture RPMI et des extraits de la

propolis a différentes concentrations.

Echantillons Osmolalité (m mol/Kg)
Milieu de culture RPMI 361,333
lug/mL  100ug/mL  200upg/mL
SE 355 364 369
BE 359 365 370
AbE 361 365 373
BoE 359 360 370
SA 360 361 362
BA 357 358 360
AbA 360 361 363
BoA 359 362 363

L’osmolalité¢ de chaque extrait de la propolis est restée stable, alors elle n’affectera pas les

cellules HK aux cours du travail.

L'osmolalité représente le nombre de particules osmotiquement actives par kg d'eau. Sa
valeur tient compte essentiellement du capital sodé, tout comme le glucose et I'urée, qui sont
des substances osmotiquement actives, capables d'attirer et de retenir I'eau. L'osmolalité

physiologique est maintenue dans des limites étroites. Une variation minime, de I'ordre de
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quelques %, entraine la mise en route des principaux facteurs de régulation : sécrétion d'ADH,
déclenchement de la soif, régulation rénale par concentration-dilution (aboutissant a variations
pathologiques) (Ichai et al., 1994; Butscher et al., 1996).

La propolis est utilisée en médecine populaire depuis des siecles. On vient de démontrer
que la propolis possede des activités antimicrobiennes et antioxydantes, mais on sait qu’elle
possede aussi des activités anti-ulcéreuses et anti-tumorales. Par conséquent, la propolis a
attiré beaucoup d'attention ces derniéres années comme une substance utile ou potentielle
utilisée en médecine et les produits cosmétiques. En outre, elle est maintenant largement
utilisée dans les aliments et les boissons avec la prétention qu'elle pourrait maintenir ou

améliorer la santé humaine (Banskota et al., 2001a).

Plusieurs études ont déja rapporté des effets immuno-stimulateurs de la propolis chez les
mammifeéres (Zhang et al., 2009; Talas et Gulhan, 2009). Chez les poissons, la propolis a eu
un effet important sur I'environnement aquatique (Christybapita et al., 2007) . Utilisée comme
supplément alimentaire la propolis a amélioré les réponses immunitaires non spécifiques
ainsi que la résistance aux maladies chez le tilapia du Nil (Abd-elRhaman et al., 2009) . Ceci
est en partie dd a la stimulation des fonctions physiologiques des poissons et qui aurait aussi

des avantages sur la santé des consommateurs (Talas et Gulhan, 2009).

Pour la présente recherche, la dorade a été choisie comme modéle de poissons, vu son
importance pour l'aquaculture marine et son intérét commercial ; pour tester l'utilisation
possible de la propolis comme immunostimulant des poissons. Les résultats obtenus
suggerent que des extraits BE, BA et AbA sont nécessaires pour induire une diminution
significative de la viabilité cellulaire des leucocytes de dorade lorsqu'ils sont utilisés a des
concentrations de 100 et 200 pg/mL (Figure 26A), mais tous les extraits a 1 pg/mL ne
présentaient aucun effet significatif sur la viabilité cellulaire. Cependant, nous n‘avons pas

observé d'effet significatif sur la viabilité des leucocytes du loup de mer (Figure 26B).
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Figure 26: Viabilité [pourcentage (%) de cellules vivantes] de leucocytes HK a partir de
specimens de dorade (S. aurata) aprés incubation sans (contréle, barres blanches) ou avec
différentes concentrations d'extraits de propolis Babor éthanolique (BE), Sétif éthanolique
(SE), Ain-Abbassa éthanolique (AbE), Boutaleb éthanolique (BoE), Babor aqueux (BA), Sétif
aqueux (SA), Ain-Abbassa aqueux (AbA), Boutaleb aqueux (BoA) (barres grises claires: 1
pg/mL, barres gris foncé: 100 ug/mL, barres noires: 200 ug/mL) A : dorade et B : loup. Les
barres représentent la moyenne + SD (N = 3). **indiquent des différences significatives par

rapport au groupe témoin (P<0,01).




Le résultat différentiel obtenu parmi toutes les concentrations d'extraits est probablement
expliqué par les composeés présents dans chaque échantillon de propolis. En outre, cet effet
pourrait étre attribué a un certain effet synergique entre les principaux constituants de nos
échantillons. Plusieurs articles rapportent que les flavonoides et leurs dérivés, présents dans
nos extraits, exercent une faible cytotoxicité sur les cellules normales en fonction de leurs
concentrations (Feng et al., 2008; Rucinska et al., 2008; Kleiton, 2011).

Malgré les différents rapports qui montrent la cytotoxicité par la propolis (Weng et al.,
2007), nos résultats indiquent que l'induction supplémentaire de la mort cellulaire est
probablement due a la composition et a la proportion différentielles (Trusheva et al., 2006).
Selon Orsolic (2010), la propolis est une variété de composés polyphénoliques / flavonoides
qui peuvent influencer un certain nombre de cibles intracellulaires clés et peuvent servir de
régulateurs de I'expression des génes et / ou moduler les produits géniques. Cependant, nous
n‘avons pas observe d'effet significatif sur la viabilité des leucocytes du loup de mer (figure
26B).

Les cellules cytotoxiques non spécifiques, NCC, chez les poissons sont fonctionnellement
équivalentes aux cellules NK (natural killer) des mammiféres, formant une population
hétérogéne de cellules présentant des caractéristiques morphologiques typiques des
monocytes-macrophages, granulocytes et lymphocytes (Meseguer et al., 1996) capables de
tuer les cellules tumorales, les cellules xénogéniques, ou encore les cellules infectées par un
virus ou par un parasite. Ainsi, chez la carpe commune (Cyprinus carpio) et la dorade
(Sparus aurata), les trois types de leucocytes auraient une activité NCC contre les lignées de
cellules tumorales (Kurata et al., 1995; Cuesta et al., 1999). Chez Tilapia mossambica,
Tilapia honorum) et le loup de mer (Dicentrarchus labrax), I’activité NCC est médiée par les

macrophages (Faisal et al., 1989).

L'activité de la peroxydase sérique a également été affectée par les extraits de propolis. La
tendance générale était une augmentation a faible concentration, et une augmentation a des
concentrations élevées par rapport au groupe témoin (Figure 27). Ces augmentations sont
statistiquement significatives dans le cas des extraits de BoE et BA a 1 pg/mL, tandis que BA,
SA et AbA a 200 pg/mL provoquent une diminution significative de cette activité.
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Figure 27 : Activité de la peroxydase des leucocytes HK a partir de spécimens de dorade
(S. aurata) aprés incubation sans (contrble, blancs) ou avec différentes concentrations
d'extraits de propolis Babor éthanolique (BE), Sétif éthanolique (SE), Ain-Abbassa
éthanolique (AbE), Boutaleb éthanolique (BoE), Babor aqueux (BA), Sétif aqueux (SA), Ain-
Abbassa aqueux (AbA), Boutaleb aqueux (BoA) (barres grises claires: 1 pg/mL, barres gris
foncé: 100 pg /mL, barres noires: 200 pg /mL). Les barres représentent la moyenne £ SD (N =

3). **indiquent des différences significatives par rapport au groupe témoin (P<0,01).

Le rble joué par la propolis dans I'une des plus importantes fonctions des macrophages, a
savoir la production de radicaux libres, n'est pas clair. Cependant, Ivanovska et al. (1993) ont
démontré que deux flavonoides présents dans la propolis, I'acide cinnamique et l'acide
cafféique, inhibent et induisent, respectivement, la libération de H202 par les macrophages.
Plus tard, Orsi et al. (2000) ont suggére que la propolis induisait la libération de peroxyde
d'’hydrogéne mais inhibait la génération de NO. Nos résultats démontrent que la propolis

inhibe la production de H202 par les leucocytes HK chez les dorades.

Dans la présente étude, I'activité MPO de la propolis était significativement plus faible que
celle du groupe témoin, et I'effet dependait de la dose dans tous les cas sauf pour les extraits
BoE et BoA (Figure 28).
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Figure 28 : Activité de rupture respiratoire des leucocytes HK des échantillons de dorade
(S. aurata) aprés incubation sans (contrle, blancs) ou avec différentes concentrations
d'extraits de propolis Babor éthanolique (BE), Sétif éthanolique (SE), Ain-Abbassa
éthanolique (AbE), Boutaleb éthanolique (BoE), Babor aqueux (BA), Sétif aqueux (SA), Ain-
Abbassa aqueux (AbA), Boutaleb aqueux (BoA) (barres gris clair: 1 pg/mL; 100 pg/mL,
barres noires: 200 pug/mL). Les barres représentent la moyenne + SD (N = 3). **indiquent des

différences significatives de respect par rapport au groupe témoin (P < 0,01).

L'activité du burst respiratoire a montré un effet inhibiteur important lorsque les
leucocytes ont été incubes avec les extraits. La myéloperoxydase (MPO) est une enzyme qui
produit de I'acide hypochloreux a partir des radicaux oxydants pour détruire les bactéries et
les agents pathogenes. Elle est libéré principalement a partir des granules azurophiles des
neutrophiles lors de routines respiratoires oxydatives (Das et al., 2013). Cependant, il n'y a
pas de rapports precédents concernant les effets de la propolis sur I'activitée MPO.
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Discussions generales



Dans la présente étude, la composition chimique des différents échantillons de propolis
de quatre sites de la région de Sétif, ainsi que leurs activités biologiques ont été évaluées.
L’activité antioxydante par le test de DPPH et celui du B-caroténe ont été confirmée par la
présence de certains composés comme, les lipides d’éther. Ces derniers agissent comme
des antioxydants, les effets protecteurs contre le stress oxydatif ont été démontrés en
culture cellulaire, et ils pourraient méme jouer un rdle dans le métabolisme des
lipoprotéines sériques. Cette activité antioxydante provient de la double liaison de I'énol-
éther, cible de nombreux dérivés réactifs de I'oxygéne (Brosche et Platt, 1998; Engelmann,
2004).

L’activité¢ antibactérienne et 1’effet immunostimulants ont été aussi vérifiés dans cette
étude. Cette activité est liée a la présence de certains composés dans les extraits, tel que,
L’acide cinnamique, l'acide benzoique, l'anthraquinone et ses dérivés, les alcaloides, les
sesquiterpenes, les acides gras, lanostan-3-one, 118, la podophyllotoxine, les
phénothiazines, le pyrrolidone, les dérivés de barbituriques, la chrysine, Androst-5-en-17-
one, l'alpha-terpinéol, le thymol, les dérivés de rhodanine, les dérivés imidazoliques, la

carbamazépine et le methyléne Bis Aspidinol.

L’acide cinnamique et I'acide benzoique sont utilisés pour le traitement des maladies
fongiques de la peau comme la teigne et le pied d'athlete. L'acide benzoique a été utilise
comme expectorant, analgésique et antiseptique au début du 20° siecle (Charles et al.,
2004).

L'anthraquinone et ses dérives naturels sont dotés d'un pouvoir thérapeutique avére
pour soigner tous les troubles fonctionnels intestinaux comme la colopathie fonctionnelle,
la laxophobie, la constipation etc. L'anthraquinone est utilisée comme laxatif ou purgatif
(Muller-Lissner, 1993).

Les alcaloides ont un large éventail d'activités pharmacologiques comprenant des
activités  antipaludiques, antiasthmatiques, anticancéreuses, cholino mimétiques,
vasodilatatrices, anti arythmiques, analgésiques, antibactériennes et anti hyperglycémiques.
Beaucoup ont trouvé une utilisation dans la médecine traditionnelle ou moderne, ou
comme point de départ pour la découverte de médicaments. D'autres alcaloides possedent
des activités psychotropes et stimulantes (Kittakoop et al., 2014; Russo et al., 2013;
Cushnie et al., 2014; Qiu et al., 2014).

Les sesquiterpénes soient connus pour leur large éventail d'activités biologiques, y

compris les activités antimicrobiennes et anti genotoxiques, la littérature rapporte
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I'induction de I'ADN endommagé par des composés de type sesquiterpene a propriétés
antimicrobiennes (Looi et al., 2013).

Les acides gras ont divers effets sur les réponses immunitaires et inflammatoires,
agissant comme médiateurs intracellulaires et intercellulaires. Les acides gras interférent
avec de nombreuses étapes de l'inflammation, telles que la contraction vasculaire, la
chimiotaxie, I'adhésion cellulaire, la diapédése, et I'activation cellulaire. Les acides gras
peuvent moduler la fonction leucocytaire, controler la prolifération, la production de
cytokines et des molécules d'adhésion, et causer la mort cellulaire (Looi et al., 2013;
Arghiani et al., 2014).

Les activités antibactériennes et cytotoxiques de lanostan-3-one, 11R sont également
rapportées par Lavoie et al. (2013).

La podophyllotoxine posséde un grand nombre d'applications médicales et peut étre
utilisée en tant qu'agent antiviral cathartique, purgatif, vésicant et antihelminthique. De
plus, la podophyllotoxine et ses dérivés sont des pistes pour les agents antitumoraux tels
que I'étoposide et le téniposide (Damayanthi et Lown, 1998; Gordaliza et al., 2004).

L’indication principale des phénothiazines neuroleptiques est le traitement des
psychoses aigué€s ou chroniques de 1’adulte. Ces médicaments sont aussi utilisables dans
les troubles graves du comportement de 1’enfant avec agitation et agressivité. En dehors de
la psychiatrie, certaines de ces molécules sont également prescrites pour leurs propriétés
antiémétiques et sédatives, pour des patients cancéreux et les malades en fin de vie.
Certaines phénothiazines sont des antihistaminiques H1 (Zong et al., 2011; Filip et al.,
2015).

La famille pyrrolidone a des effets notropiques. Plus tard, elle est utilisée comme
neuroprotecteur aprés un AVC et en tant qu'agents antiépileptiques (Shorvon, 2001).

Les dérivés de barbituriques sont utilisés pour traiter I'insomnie et comme sédatif pour
soulager les symptomes de I'anxiété ou de tension. Il est également utilisé pour le contréle
de certains types de crises. Il fonctionne en ralentissant le cerveau et le systéeme nerveux.
IIs sont egalement utilisés pour réduire le taux de bilirubine dans les nouveau-nés
(Kalvidinen et al., 2005).

La chrysine est un bioflavonoide qui a la capacité unique d'inhiber le processus
d'aromatisation qui transforme la testostérone en cestrogénes chez les hommes agés et
vieillissants et qui est en grande partie responsable de leur relative féminisation,
notamment de la gynécomastie. Beaucoup d'études ont montré que les niveaux de

testostérone augmentent lorsque l'action de I'enzyme aromatase est bloquée (Saarinen et
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al., 2001; Van Meeuwen et al., 2007).

Androst-5-en-17-one est un androgéne qui est réputé pour ses effets antivieillissement
(d'ou son surnom médiatique d'« hormone de jouvence »). Son efficacité est encore
contestée, de nombreuses études. 1l est actuellement considéré comme un produit dopant
par I'’Agence mondiale antidopage (Tchernof et Labrie, 2004; Traish et al., 2011).

L'alpha-terpinéol  présente des effets anti-prolifératifs sur les cellules
érythroleucémiques humaines (Lampronti et al., 2006). L'alpha-terpinéol a également été
décrit comme ayant des propriétés anti-inflammatoires (Held et al., 2007), tel qu'il a été
révélé étre un puissant inhibiteur de la production de superoxyde, régulant de maniere
sélective le fonctionnement des cellules au cours de I'inflammation (Brand et al., 2001).
L'alpha-terpinéol a été également démontré que antibactériens (Kotan et al., 2007) et des
activités antifongiques (Pitarokili et al., 2002).

Le thymol entre dans la composition de divers médicament en raison de son pouvoir
antibactérien et antiseptique (Zarrini et al., 2010). Il est aussi efficace contre certains
champignons parasitaires (Numpaque, et al., 2011). On trouve par exemple du thymol dans
des médicaments soulageant les aphtes, les irritations de la gorge et les piqQres d'insectes
Evans et Martin, 2000). A noter : le thymol est également employé pour protéger les
ruches d'abeille des invasions parasitaires au varroa (type d'acarien). (Hu et Coats, 2008)

Certains dérivés de rhodanine possédent des propriétés pharmacologiques; par
exemple, est utilisé pour traiter la neuropathie diabétique (Tomasic et Peterlin Masic,
2012).

Certains dérivés imidazoliques montrent des activités antifongiques, antihistaminique
ou antiprotozoaires. Ces composés forment une classe de médicaments bien connus pour
leur activité antiparasitaires et antimycosique aussi utilisés en bactériologie (Sunderland et
al., 2014).

La carbamazépine appartient au groupe de medicaments appelés « psychorégulateurs ».
Ce médicament est utilisé pour traiter les troubles de I'numeur tels que le trouble bipolaire.
La carbamazépine est également qualifiée d’« anticonvulsivant » et il est utilisé pour traiter
les troubles épileptiques (Le févre-Houillier et Delattre, 2004; Lancelin et al., 2003).

Methyléne Bis Aspidinol est un nouveau dérivé d'acylphloroglucinol qui a montré une
activité trypanocide contre les tripomastigotes de Trypanosoma brucei similaire au
medicament de référence pentamidine (Kabran et al., 2015).

Des études comparatives ont révélé que, bien que la composition chimique est variée, la

propolis a toujours démontré une activité biologique plus ou moins considérable

-



(Kujumgiev et al., 1999; Seidel et al., 2008). Pour cette raison, la diversité chimique de la

propolis a le potentiel de fournir des pistes précieuses (Bankova, 2009).

Par conséquent, une étude plus approfondie est nécessaire pour élucider tous les effets
des produits de propolis sous différentes formes, leur contenu et leur composition pouvant

varier selon leur source.

-




Conclusion genérale



Dans le domaine de la recherche biologique, beaucoup d'efforts ont été réalisés ces
dernieres années pour la recherche de nouveaux traitements a base de plantes, I'étude
de leurs éléments d'efficacité et la compréhension de leur mode d'action . Au cours
des travaux réalisés dans la présente thése , nous nous sommes focalisés sur la

propolis I'un des produits les plus complexes de la ruche.

Les extraits testés ont été obtenu a partir de quatre sites de la région de Sétif par
maceération en utilisant deux solvants (eau et éthanol). Nous avons obtenu un meilleur
rendement pour ’extrait éthanolique de Babor (40,73% + 0,21). Alors que de faibles

rendements ont été obtenus avec les extraits aqueux.

L’analyse par GC/MS a montré que chaque extrait éthanolique ou aqueux possédait une
composition chimique différente. De méme que la teneur en polyphénols et flavonoides
totaux. Cependant, I’extrait éthanolique de la propolis de Babor a présenteé la valeur la plus
¢levée en polyphénols 600 + 0,017 mg EAG/g de propolis, par contre 1’extrait aqueux de
la propolis d’Ain Abbassa a présenté la valeur la plus faible 96,833 + 0,027 mg EAG/g. En
comparant les résultats de la méme région, on a pu déduire que la teneur en flavonoides
des extraits éthanoliques présente des valeurs importantes, par contre cette teneur était trés

faible dans les extraits aqueux.

L’évaluation de leurs pouvoirs anti-radicalaires, pouvoir réducteur et quantification de
leurs composées phénoliques (polyphénols et flavonoides), a confirmé les propriétés
puissantes des extraits éthanoliques de la propolis a piéger les radicaux libres.
Spécialement 1’extrait de Babor suivit de prés par celui d’Ain-abbassa qui se sont revélés

étre les meilleurs antioxydants.

L'activité bactéricide des extraits éthanoliques était aussi trés élevée vis-a-vis de
Shewanella putrefaciens, moyenne contre Photobacterium damselae et trés faible vis-a-vis
de Vibrio harveyi. La plus faible activité bactéricide correspondait toujours aux extraits

aqueux.

Dans la présente étude, I'activité MPO de la propolis était significativement plus faible
que celle du groupe témoin, et I'effet dépendait de la dose dans tous les cas sauf pour les
extraits BoE et BoA. Les extraits éthanoliques et aqueux de propolis (de Babor) et I'extrait
aqueux (d'Ain-Abbassa) ont provoqué une diminution significative de la viabilité cellulaire
lorsqu'ils ont été utilises a des concentrations de 100 et 200 pg/mL. En outre, des effets
inhibiteurs significatifs ont été enregistrés sur I'activité du burst respiratoire des leucocytes.




Finalement, les activités biologiques observées dans la présente étude tendent dans une
certaine mesure & valider les utilisations médicinales de cette substance. Il est intéressant
de noter que les extraits de propolis testés possedent des composés phytochimiques
biologiquement actifs tels que les alcaloides, les phénols, les flavonoides et les tanins déja
connus pour leurs propriétés antioxydantes. A cet effet, on a montré que ces composés
phytochimiques avaient des propriétés immunomodulatrices de la réponse des phagocytes
et des monocytes a différentes étapes observées chez les poissons. Par ailleurs, ils
pourraient avoir une importance thérapeutique comme source de nouveaux agents dans la
gestion des maladies. En effet, pour la premiere fois huit extraits de propolis provenant de
quatre zones géographiques différentes ont été étudiées pour leurs éventuelles propriétés
immunomodulatrices in vitro. Cependant, il convient de noter que d’autres tests in vivo
ainsi que des études cliniques controlées randomisées a double insu devraient étre
effectuées, pour confirmer si les résultats in vitro rapportés ici pourraient étre traduits en
activités in vivo susceptibles de soutenir les utilisations traditionnelles de ces produits

comme des aliments médicamenteux chez les animaux et les humains.

En perspectives, il sera nécessaire d'identifier et d'isoler les composés bioactifs a tester
séparément ou en combinaison avec d'autres médicaments déja disponibles en vertus de
I’utilisation des extraits de propolis comme traitement relativement peu colteux dans
différentes maladies. Malgré les essais in vitro et in vivo, qui fournissent de nouvelles
informations précieuses sur les propriétés biologiques de la propolis et les mécanismes
d'action, il faudra analyser cliniquement I'efficacité de la propolis, compléter la recherche
fondamentale disponible et évaluer le potentiel de la propolis dans la promotion de la santé

humaine et vétérinaire.

Enfin d’un point de vue économique, différentes préparations d’extraits de la propolis
sont manufacturé sous différentes formes galéniques (gélule, spray, bain de bouche, etc.);

pourquoi ne pas faire de méme avec la propolis locale??
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Annexe |

Tableau 1: Composition chimique des extraits éthanoliques de propolis Algérienne prélevés a
Babor (BE) identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse.

No R.T Surfacedu  Nom du composé Nature du composé
pic %
1 5.081 0.02 Succinate d'éthyle (triméthylsilyle) Ester éthylique
2 5.493 0.24 Ether de glycérol Lipide d'éther
3 5.981 0.15 Acide butanedioique Acide dicarboxylique
4 8.237 0.03 Acétophénone Cétone aromatique
5 8.568 0.05 Acide malique Acide dicarboxylique
6 13.242 0.52 D-Fructose Glucide
7 13.336 0.29 Sorbopyranose Glucide
8 13.729 18.97 Acide pyrido [3 ', 4": 5,6] cyclohept [1,2-b] i- Ester acétate
ndole-5-carboxylique, 2-acétyle
1,2,3,4,4a3,5,6,11,12,12a - décahydro-12a-
hydroxy-5- (hydroxyméthyl) -12 méthyle, y-
lactone, acetate (ester)
9 14.354 0.17 beta.-D-Glucopyranose Glucide
10 14.979 1.08 Tetracosane Hydrocarbure aliphatique
sature
11 15.323 0.16 Acide Hexadécanoique Acides n-alcanoiques
12 15.629 0.19 Mannose Glucide
13 15.892 0.90 Acide cinnamique Acide aromatique
14 16.660 0.27 Trimethyl3-methoxy-4-cinnamate Ester d'acide aromatique
15 17.616 2.98 Trimethylcinnamate Ester d'acide aromatique
16 17.797 0.37 Acide benzoique Acide aromatique
17 18.810 0.84 3,4-Epoxy-4a-ethyl-2,3,4,4a,5,6- hexahydro-1H- Composé organique
pyrido[3,2-C]carbazole hétérocyclique
aromatique
18 19.022 0.24 Pagicerine Alcaloide
19 19.960 0.69 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diisooctyl ester Ester d'acide aromatique
20 21.309 0.71 Docosane n-alkanes
21 22.990 0.05 2'-O-Methylcajanone Isoflavonoides
22 23.346 0.24 1'H-Cholesta-3,5-dieno[3,4-b]indol Indole
23 24.215 0.26 Octadecane n-alkanes
24 25.421 0.33 Cyclotetracosane Hydrocarbure saturé
25 25.815 0.20 Demecolcine Alcaloide
26 26.033 0.46 9-Hexacoséne Alpha-oléfines
27 26.396 1.14 1,6-Dihydroxy-3methylanthraquinone Anthraguinone
28 26.633 2.08 1,8-Dihydroxy-3-(hydroxymethyl) Anthraquinone
anthraquinone
29 34.863 5.36 Lanostan-3-one, 11.beta.,18-epoxy- Triterpéne
30 37.400 6.07 Pregn-4-en-3-one, 17-hydroxy-, (17 .alpha.) Triterpéne

RT: temps de rétention
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Tableau 2: Composition chimique des extraits éthanoliques de propolis Algérienne prélevés a Sétif
(SE) identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée & une spectrométrie de masse.

No R.T  Surfacedu Nom du composé Nature du composé
pic %
1 5.131 0.89 1,3-Dioxolane, 2-(4-methoxyphenyl) -2- Dioxolane
methyl
2 5.493 0.99 Ether de glycérol Lipide d'éther
3 5.974 0.30 Acide butanedioique Acide dicarboxylique
4 9.268 0.26 Acide 2-propénaique, ester 3-phényliqgue  Phényl ester
5 10.917 0.24 Naphthaléne Hydrocarbure aromatique
polycyclique
6 13.329 1.07 Sorbose Glucide
7 14.348 0.26 D-Mannopyranose Glucide
8 14.667 0.93 Nifenazone Composé organique
hétérocyclique aromatique
9 15.042 0.43 Galactose benzyloxime Glucide
10 15.623 0.29 D-Glucose Glucide
11 15.891 131 Acide cinnamique Acide aromatique
12 16.654 1.48 Trimethylcinnamate Ester d'acide aromatique
13 17.597 291 1-(Phenylthioxomethyl)-2,5- Pyrrolidones
pyrrolidinedione
14 18.622 0.82 Acide Oleigque Acide gras monoinsaturé
15 21.484 1.14 2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2,5- Isopréne
dihydroxy-3-octadecyl
16 22.890 0.54 8H-Dinaphtho[2,3-c:2',3'-h]phenothiazine  Hydrocarbure aromatique
polycyclique
17 24.265 0.19 Demecolcine Alcaloide
18 24.353 4.52 Acide benzoique Acide aromatique
19 25.277 4.10 Papaverine Alcaloide
20 26.008 2.60 Podofilox Composé organique
hétérocyclique
21 26.383 8.01 1,6-Dihydroxy-3-methylanthraquinone Anthraquinone
22 26.615 9.70 1,3,8-Trihydroxy-6-methylanthraquinone  Anthraquinone
23 27.146 2.45 Aspidospermidine Alcaloide
24 32.639 0.85 Brallobarbital Barbiturates
25 33.288 0.48 Cyclobarbital Barbiturates
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Tableau 3: Composition chimique des extraits éthanoliques de propolis Algérienne prélevés a Ain-
Abbassa (AbE) identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de

masse.

No R.T  Surface du pic % Nom du composé Nature du composé

1 5.493 1.06 éther de glycérol Lipide d'éther

2 5.974 0.29 Acide butanedioique Acide dicarboxylique

3 8.561 0.65 DL- acide Malique Acide dicarboxylique

4 10.911 0.09 béta.-Guaiéne Sesquiterpenes

5 13.235 2.21 D-Fructose Glucide

6 13.329 1.77 Sorbopyranose Glucide

7 14.348 0.33 Talose Glucide

8 14.716 0.19 N-(3-Allyl-2-oxo0-2,3-dihydro-1,3- Acétamide
benzothiazol-6-yl)acétamide

9 15.623 0.45 alpha.-D-Mannopyranose Glucide

10 15.891 0.47 Acide Cinnamique, 3,4-diméthoxy-ester Ester d'acide aromatique

11 16.085 0.58 Acide Hexadecanoique Acide gras saturé

12 16.647 0.64 Trimethyl3-méthoxy-4-cinnamate Ester d'acide aromatique

13 16.891 0.19 Acide Cinnamique, 4-méthoxy-3-ester Ester d'acide aromatique

14 17.597 191 Trimeéthylcinnamate Ester d'acide aromatique

15 18.622 1.06 Acide Oléique Acide gras monoinsaturé

16 19.822 0.13 Morphinan-6-one-2-ol Alcaloide

17 20.384 1.09 Acide Pimarique Diterpéne

18 20.853 4.84 5(4H)-Thebenidinone Dérivés d’Alcaloide

19 21.103 1.01 4-(Phenylthioxométhyl) morpholine Dérivés d’ Alcaloide

20 21.297 0.37 Acide Dehydroabietique Diterpéne

21 21.653 6.29 phenol, 4-méthyl-2,6-bis (4- Dérivés d’Alcaloide
morpholylméthyl)

22 21.728 0.30 Acide Abietique Diterpéne

23 22.878 1.25 3-[(Trimethylsilyl)oxy]4,5.alpha.- Dérivés d’Alcaloide
epoxy-14- hydroxy-17-(2- propenyl)
morphinan-6-one

24 23.090 1.40 Coumarin, 3-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-nitro  Agent aromatisant

aromatique

25 23.340 0.59 Acide Hexadecandioique Acide gras saturé

26 24.059 0.30 Thébaine Alcaloide

27 24.352 4.96 acideBenzoique, 2-methyl ester Ester d'acide aromatique

28 25.546 10.74 2,3,4-acide Trihydroxybenzoique Acide aromatique

29 26.383 8.76 Chrysin Flavanoides

30 26.489 1.29 1,6-Dihydroxy-8-méthoxy-3- Anthraquinone
méthylanthraquinone

31 26.621 7.85 1,8-Dihydroxy-3-(hydroxyméthyl) Anthraquinone

anthraguinone
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Tableau 4: Composition chimique des extraits éthanoliques de propolis Algérienne préleveés a
Boutaleb (Bo E) identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de

masse.
No R.T Surface Nom du composé Nature du composé
du pic %
1 8965 0.16 3,7-Dioxa-2,8-disilanonan-5-one Dioxacétone
2 9.751 2.19 Ether de glycérol Lipide d'éther
3 10.729 0.12 3-Cyclohexéne-1-methanol, .alpha.. a-Terpinéol
4 11611 0.33 Benzenepropanoicacide, triméthyle ... Ester d'acide aromatique
5 11.955 0.24 Acide Fumarique Les acides dicarboxyliques insaturés
6 12.699 0.18 Bicyclo[4.4.0]dec-1-éne, 2-isopr... Bicyclique
7 12.892 1.23 Butane n-alkanes
8 13.030 0.25 Naphthaléne Hydrocarbure aromatique polycyclique
9 14111 0.30 Talose Glucide
10 15.069 0.55 3,5-Cyclohexadiene-1,2-diong, 3,... 0-Benzoquinone
11 15.337 1.00 Ether de glycérol Ether lipid
12 15.427 0.72 Xylitol Alcool de sucre
13 16.440 5.24 D-Fructose Glucide
14 16.522 1.83 Sorbopyranose Glucide
15 16.929 0.55 alpha.-D-Glucopyranoside Glucides dérivés
16 17.170 0.49 3,4,5-Triphenylpyrazole Hydrocarbure aromatique polycyclique
17 17,528 0.25 Acide L-Gluconique Glucide acid
18 17.962 0.37 Acide hexadécanoique, ester éthylique Ethyl ester
19 18.472 1.22 Acide hexadécanoique, ester Triméthylester
triméthylique
20 19.595 0.44 EthylOleate Ester d'acide gras
21 20.049 1.23 11-cis-octadécenoique Acide gras
22 20.421 0.30 Acide Dehydroabietique Diterpéne
23 20.545 0.55 1-Ethoxy-4'-méthoxy-2,2'-binaphthyl-1,4-  Hydrocarbure aromatique polycyclique
dione
24 20.986 0.51 Ester méthylique d'acide 2,4,6-trichloro-5- Méthyl ester
nitro-nicotinique
25 21.103 0.50 3-(4-Methoxyphenyl)benzo[f]quinazoline  Hydrocarbure aromatique polycyclique
26 21.165 4.69 Acide Pimarique Diterpéne
27 21.730 2.50 Acide Dehydroabietique Diterpéne
28  21.965 4.65 Acide Abietique Diterpéne
29 22.385 2.37 2-p-Tolylisoindole-1,3-dione Indole
30 22.585 0.74 Furo[3,2-c]quinoline, 2,3-dihydro-2- Dérivés d’Alkaloide
hydroxymethyl-4,8-dimethyl acide
31 22.750 1.65 1-Naphthalenecarboxylique, 2-benzoyl Hydrocarbure aromatique polycyclique
32 23.012 0.83 gamma.-Elemene Sesquiterpenes
33 23.363 0.38 Androst-5-en-17-one Stéroide
34 23.480 0.47 Acide Hydroxydehydrostevique Diterpéne
35 23.783 1.00 1-O-hexadecylglycérol Lipide d'éther
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Tableau 5: Composition chimique des extraits aqueux de propolis Algérienne prélevés a Babor
(BA) identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse.

No R.T Surfacedupic% Nom ducomposé Nature du composé

1 5.131 0.11 Triméthyl-, benzoate Ester

2 5.493 3.82 Ether de glycérol Lipide d'éther

3 5.824 0.07 L-Proline Acide aminé-a

4 5.974 1.25 Acide butanedioique Acide dicarboxylique

5 8.230 0.19 Acetophenone Cétone aromatique

6 8.561 0.15 Acide malique Acide dicarboxylique

7 8.855 0.10 Acide hexanédioique Acide dicarboxylique

8 10.436 0.14 Acide benzoique Acide aromatique

9 13.236 6.52 D-Fructose Glucide

10 13.567 0.33 beta.-D-Galactopyranoside Glucoside

11 13.904 0.19 10H-Phenothiazine, 10-butyl-3,7- Composé hétérocyclique
dinitro

12 14.348 0.85 alpha.-D-Galactopyranose Glucide

13 14.485 0.46 D-Altro-2-Heptulose Glucide

14 14.666 7.91 6,13-Pentacenedione Dérivés d’Anthraquinone

15 14.716 0.47 Germane, Hydrocarbure aromatique
[(pentafluorophenyl)thio] polycyclique
triphenyl

16 15.398 1.24 Triméthycinnamate Ester d'acide aromatique

17 15.616 1.37 D-Glucose Glucide

18 15.885 0.67 Acide cinnamique Acide aromatique

19 17.628 60.27 Trimethyl 3,4- Ester d'acide aromatique
bis(trimethyloxy)cinnamate

20 23.109 0.13 Isoquinoline, 6,7,8-trimethoxy-  Composé organique

aromatique hétérocyclique
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Tableau 6: Composition chimique des extraits aqueux de propolis Algérienne préleveés a Sétif (SA)
identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse.

No R.T  Surface du pic % Nom du composé Nature du composé

1 5.130 5.05 Triméthyl-, benzoate Ester

2 5.499 8.75 Ether de glycérol Lipide d'éther

3 5.980 0.47 Acide butanedioique Acide dicarboxylique

4 7.455 0.32 Benzenepropanoicacid Acide aromatique

5 8.567 1.27 Acide butanoique Acid carboxilique

6 9.267 0.62 Acide 2-propénoique, 3-phényl-, ester  Triméthyl ester
triméthylique

7 10.442 0.58 Acide benzoique Acide aromatique

8 13.248 11.59 D-Fructose Glucide

9 13.335 3.93 beta.-D-Galactopyranose Glucide

10 14.354 2.65 D-Glucose Glucide

11 14.491 2.75 D-Altro-2-Heptulose Glucide

12 14.729 0.96 2-(4-Methoxyphenyl)-4-[(2-propyn-1  Composé organique
-yl)thio] quinazoline hétérocyclique aromatique

13 15.410 1.72 Trimethylcinnamate Ester d'acide aromatique

14 15.629 2.43 alpha.-D-Galactopyranose Glucide

15 15.904 1.39 Acide cinnamique, 3,4-diméthoxy- Acide aromatique

16 16.004 0.49 Acide D-Gluconique Glucide acide

17 16.091 0.77 Acide Hexadécanoique Acide gras saturé

18 16.660 2.32 Acide cinnamique, 4-méthoxy-3- Acide aromatique

19 17.603 20.03 Triméthylcinnamate Ester d'acide aromatique

20 19.009 0.25 Acide Octadecanoique Acide gras saturé

21 25.283 0.49

Thebaine

Alcaloide
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Tableau 7: Composition chimique des extraits aqueux de propolis Algérienne prélevés a Ain-
Abassa (AbA) identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée & une spectrométrie de

masse.

No R.T Surface du pic % Nom du composé Nature du composé

1 5.131 0.34 Acide benzoique Acide aromatique

2 5.493 8.19 Ether de glycérol Lipide d'éther

3 5.824 0.64 L-Proline Acide aminé-a

4 5.974 1.06 Acide butanedioique Acide dicarboxylique

5 6.293 0.16 Acide propanoique Acide carboxilique

6 6.706 0.10 Acide benzoique, 2-méthyl- Acide aromatique

7 9.461 0.10 5-(4-Diéthylaminobenzylidene)rhodanine  Composé organique
hétérocyclique

8 9.699 0.14 Acide 2,3,4-dihydroxybutyrique Acide polyol

9 10.380 0.12 Lyxose Glucide

10 10.436 0.24 Acide benzoique, 4-triméthyle Acide aromatique

11 11.042 0.07 D-Xylose Glucide

12 11.986 0.64 Xylitol Alcool de sucre

13 12.623 0.17 Nicotinaldehyde semicarbazone ditm Dérivés d’Alcaloide

14 12911 0.14 L(-)-Fucose Glucide

15 13.242 18.45 D-Fructose Glucide

16 13.329 8.57 Sorbopyranose Glucide

17 13.567 1.53 Morpholine Alcaloide

18 14.348 2.85 Talose Glucide

19 15.042 0.29 Ether de glucitol Lipide d'éther

20 15.504 0.21 Acide 2,4,6-trihydroxybenzoique Acide aromatique

21 15.616 3.92 D-Glucose Glucide

22 15.991 1.63 Acide D-Gluconique Glucide acide

23 16.648 1.52 Acide cinnamique, 4-méthoxy-3- Acide aromatique

24 17.591 7.17 Triméthylcinnamate Ester d'acide aromatique

25 24.946 0.94 Scopolin Glucoside

26 25.733 0.32 Thymol Monoterpéne phénol
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Tableau 8: Composition chimique des extraits aqueux de propolis Algérienne prélevés a Boutaleb
(BoA) identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse.

No RT Surface du pic%  Nom du composé Nature du composé

2 4.956 0.19 Formamide, N,N-diéthyl ester Diéthyl ester

3 5.838 1.39 Acide 3-buténoique, ester 3- Méthyl ester

méthylique

4 9.744 0.39 Ether de glycérol Lipide d'éther

5 10.012 0.51 Butane n-alkanes

6 10.315 0.39 Isoquinoline, 1-butyl- Composé organique
hétérocyclique

7 11.342 0.89 Cinnoline, 4-ethyl-3-methyl- Composé organique
hétérocyclique

8 11.611 1.09 Acide benzénepropanoique Acide aromatique

9 12.437 0.71 Acide 3-méthoxybenzoique Acide aromatique

10  12.795 2.72 Xylitol Alcool de sucre

11 13.278 0.64 1-(3H-Imidazol-4-yl)-éthanone Composé organique
hétérocyclique

12 13.732 0.67 Acide Coumarin-3-carboxylique, Agent aromatisant

I'ester 8-allylique, cyclohexylique aromatique

13 14.029 0.52 Acide 3-chloro-2-fluorobenzoique Acide aromatique

14 14.552 0.57 L-Proline Acide aminé-a

15 15.592 0.81 Morphinan-6-one, 3,4-diméthoxy- Dérivés d’Alcaloide

16 16.171 1.59 I-Mannopyranose Glucide

17 16.522 1.69 D-Glucose Glucide

18 16.998 1.13 alpha.-1-Galactofuranoside Glucide

19 17.211 0.75 Carbamazepine Composé organique
hétérocyclique

20 17.501 0.67 Acide 4-Hydroxymandelique Acide aromatique

21 17.735 1.04 3-Methyl-1-phenyl-2-azafluoréne Composé organique
hétérocyclique

22 18.548 0.82 4-Aminobenzo[g]quinazoline Composé organique
hétérocyclique

23 18.782 4,12 Acide 2,3,4-triméthyl-mandélique Acide aromatique

24 19.974 0.39 gamma.-Elemene Sesquiterpenes

25 20.704 0.37 Acide 2,3,5-triméthyl-mandélique Acide aromatique

26 21.551 0.79 Acide Pimarique Diterpene

27 22.378 0.73 Méthyléne bisaspidinol Hydroxycétone aromatique

28 22.771 0.42 Acide cinnamique Acide aromatique
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Figure 2 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de I’extrait BE.
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Figure 4 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de 1’extrait BoE.
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Propolis has been used as a medicinal agent for centuries. The chemical composition of four propolis
samples collected from four locations of the Setif region, Algeria, using gas chromatography-mass
spectrometry was determined. More than 20 compounds and from 30 to 35 compounds were identi-
fied in the aqueous and ethanolic extracts, respectively. Furthermore, the antimicrobial activity of the
propolis extracts against two marine pathogenic bacteria was evaluated. Finally, the in vitro effects of
propolis on gilthead seabream (Sparus aurata L.) leucocyte activities were measured. The bactericidal
activity of ethanolic extracts was very high against Shewanella putrefaciens, average against Photo-
bacterium damselae and very low against Vibrio harveyi. The lowest bactericidal activity was always that
found for the aqueous extracts. When the viability of gilthead seabream head-kidney leucocytes was
measured after 30 min' incubation with the different extracts, both the ethanolic and aqueous extracts of
one of the propolis samples (from Babor) and the aqueous extract of another (from Ain-Abbassa) pro-
voked a significant decrease in cell viability when used at concentrations of 100 and 200 mg ml
Furthermore, significant inhibitory effects were recorded on leucocyte respiratory burst activity when
isolated leucocytes where preincubated with the extracts. This effect was dose-dependent in all cases
except when extracts from a third propolis sample (from Boutaleb) were used. Our findings suggest that
some of Algerian propolis extracts have bactericidal activity against important bacterial pathogens in
seabream and significantly modulate in vitro leucocyte activities, confirming their potential as a source of
new natural biocides and/or immunomodulators in aquaculture practice.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

protecting the colonies against the unpleasant odour and bacterial
flora of the putrefying corpses [2]. The chemical composition of

Propolis is a natural brownish-green resinous product collected by
honey bees. The word is derived from the Greek pro (before) and polis
(city). Propolis is used to make the protective shield at the
entrance of beehives and its use by man dates back to ancient times,
when the product was employed in embalming bodies in Egypt [1]. It
is also used to fill the cracks in the hive, to attach the corners of
frames to the groovesin the hive, and also to polish the cells of the
honeycomb. The bodies of dead lizards, snakes and mice that are
entered hives are sealed into the walls with bee glue, thereby

* Corresponding author.
E-mail address: aesteban@um.es (M.A. Esteban).

http://dx.doi.org/10.1016/j.fsi.2017.01.009

propolis is highly variable and complex, due to the biodiversity of
the vegetation of each region visited by bees [3e11]. Therefore, the
composition of propolis from different phyto-geographical areas
are expected to vary and as a consequence, the intensity or pres-
ence of some biological activities also vary [9,11]. However, even
within the same country, the propolis composition may be quali-
tatively and quantitatively different depending on the region and
time of collection [3]. In Brazil, for instance, some authors have
reported that propolis from different regions could be classified
chemically into 12 types [12].

Among the numerous groups of substances identified in prop- olis
samples from different localities, the most common are aro-
matic acids and esters, chalcones, flavonoids, terpenoids, and waxy
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acids. Furthermore, most of the biological activities of propolis have
been attributed to these compounds, especially the flavonoids
[8,12e17]. Furthermore, the antimicrobial activities of propolis
have usually been attributed to the flavonoids, although other
components present in propolis may also exhibit inhibitory actions
against microorganisms [18e20]. In addition to its antimicrobial
activity, other biological and pharmacological properties have also
been demonstrated to propolis, including anti-inflammatory, anti-
tumor, cytotoxic, hepatoprotective, antioxidant, hema-
tostimulative, and immunomodulatory  activities [21e24].
Agquaculture is the fastest growing sector of food production in the
world [25]. In large production facilities, where aquatic animals are
exposed to stress conditions, problems related to disease often
occur, resulting in serious economic losses. Attempts to prevent or
at least control such diseases have also led to a substantial increase
in the use of veterinary products and practice [26], including che-
motherapeutics and a limited number of vaccines. However, use of
antibiotics has been seriously criticized for the antibiotic resistant
bacterial strains that may develop; in addition, oxytetracycline can
depress the natural immunity of fish, increasing the risk of infection
of non-bacterial pathogens such as viruses, fungi and parasites. In
this context, vaccines are usually delivered via injection rather than
by dietary supplementation or immersion. In the last decade,
research into immuno-stimulants in fish has grown because of the
wide range of parasites, fungi, viruses and, especially, bacteria that
affect fish production [27]. Immuno-stimulants mainly enhance the
non-specific immune response of fish and are generally structural
components of algal, bacterial or yeast cell walls, the focus on
natural products increasing [28]. Taking all these considerations
into account, the present work was designed to study the chemical
composition, the bactericidal activity and effects on gilthead
seabream innate immune responses of eight extracts (ethanolic and
aqueous) of Algerian propolis obtained from four sites in the Setif
region. Gilthead seabream (Sparus aurata L.) leucocytes were used
as a model since seabream is one of the most important fish in
aquaculture.

2. Material and methods
2.1 Propolis

Four raw Algerian propolis samples were collected from
different geographical region during the years 2011e2014, by
scraping the sample off from the frames of beehives located in four
different sites in Setif region (eastern Algeria): Babor (B), Setif (S),
Ain-Abbassa (Ab) and Boutaleb (Bo). The samples were kept in the
dark and stored at 4 C until use.

The ethanolic extraction was developed according to [29].
Briefly, 30 g of propolis sample were kept in 100 mL of 70% ethanol
at room temperature for a week and the ethanol phase was filtered,
evaporated at 50 C and then freeze-dried. The resulting powder
was used for further studies. These sampled were named as B.E, S.E,
Ab.E, Bo.E, respectively. For the preparation of aqueous extracts,
50 g of raw propolis were dissolved in 150 mL distilled water, and
mixed by magnetic stirrer for 48 h. The resulting aqueous-water
extract was filtered and evaporated under vacuum [30]. These
samples were named as B.A,S.A, Ab.A, Bo.A, respectively.

2.2. Gas chromatography-mass spectrometry

The Gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) analysis was
carried out according to [31]. Samples of 5 mg of the residue were
mixed with 50 mL of dry pyridine and 75 ml N, O-bis (trime-
thylsilyl) trifluoracetamide, heated at 80 C for 20 min and analyzed
by GC-MS (Hewlett Packard Gas Chromatograph 6890 Series Il Plus

linked to Hewlett Packard 6972 mass spectrometer system equip-
ped with an HP5-MS capillary column, 30 m long, 0.25 mm i.d. and
0.5 mm film thickness). The temperature was programmed from 100
to 325 Catarate of 5 Cmin % Heliumwas used as a carrier gas
with a flow rate of 20 mL min % The split ratio was 50:1 and
injector temperature 280 C.

The identity of the componentsin the extracts was assigned by the
comparison of their retention indices and mass spectra frag-
mentation patterns with those stored on the computer library and
also with those published in the literature. NISTO08.LIB [32],
WILEY275.LIB [33] library sources were used to match the identi-
fied components from the plant material.

2.3. Fish and sampling

Twelve specimens of gilthead seabream (S. aurata) were ob-
tained from a local fish farm (Murcia, Spain) and kept in running
seawater aquaria (flow rate 1500 | h 1) at 28%o salinity, 20 C and
with a 12 h light: 12 h dark photoperiod. The animals were fed with
a commercial pellet diet (Skretting, Spain) at a rate of 1% bw day >
Animals were acclimated for 15 days prior to the experiments. The
Ethical Committee of the University of Murcia approved the studies
described.

For the in vitro study, fish were anaesthetized with
100 mg L ! MS222 (Sandoz). After bleeding, the head-kidney (HK)
leucocytes were isolated from each fish under sterile conditions.
Briefly, the HK was excised, cut into small fragments and trans-
ferred to 8 mL of sSRPMI [RPMI-1640 culture medium (Gibco) sup-
plemented with 0.35% sodium chloride (to adjust the medium's
osmolarity to gilthead seabream plasma osmolarity of 353.33 mOs),
2% foetal calf serum (FCS, Gibco), 100 i.u. mL ! penicillin (Flow) and
100 mg mL ! streptomycin (Flow)] [34]. Cell suspensions were ob-
tained by forcing fragments of the organ through a nylon mesh
(mesh size 100 mm), washed twice (400 g, 10 min), counted and
adjustedto 2 107 cells mL ! in SRPMI.

2.4. Effects of propolis extracts on head kidney leucocytes

Isolated HK leucocytes were incubated without (control) or with
different concentrations of propolis extracts. For this, aliquots of
leucocytes were dispensed into wells of flat-bottomed 96-well
microtitre plates (Nunc) and incubated with propolis extracts
(100 and 200 mg mL 1) for 30 min at 22 C, with 85% relative hu-
midity and 5% CO, atmosphere.

2.41. Viability

To determine whether propolis extracts affect S. aurata HK
leucocyte viability, HK leucocytes incubated with different propolis
extract concentrations, as explained above, were placed in 5 mL
tubes (Falcon, Becton Dickinson). Afterwards, 40 mL of propidium
iodide (PI) (400 mg mL ! Sigma) were added to each sample. The
tubes were gently mixed before analysis in a FACScan (Becton
Dickinson) flow cytometer with an argon-ion laser adjusted to
488 nm. Analyseswere performed on 5000 cells, which were ac-
quired at a rate of 300 cells s ! Data were collected in the form of
two-parameter side scatter (granularity) (SSC) and forward scatter
(size) (FSC) and red fluorescence (FL2) dot plots or histograms were
made on a computerised system. Dead cells were estimated as the
percentage of cells with propidium iodide (red-PI fluorescent cells,
PIP).

2.4.2. Respiratory burst activity

The respiratory burst activity of gilthead seabream HK leuco-
cytes was studied by a chemiluminescence method [35]. Briefly,
50 mL of HBSS containing 1 mg mL ! phorbol myristate acetate
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(PMA, Sigma) and 10 4 M luminol (Sigma) was added to each HK
leucocytes sample (previously incubated with different concen-
trations of propolis extracts). The plate was shaken and immedi-
ately read in a plate reader for 1 h at 2 min intervals. The Kkinetics of
the reactions was analyzed and the maximum slope of each curve
was calculated. Luminescence backgrounds were calculated using
reagent solutions containing luminol but not PMA.

2.4.3. Peroxidase activity

The peroxidase activity of gilthead seabream HK leucocytes was
measured according to [36]. Briefly, HK leucocytes incubated with
different propolis extract concentrations were lysed with 50 ml of
0.002% cetyltrimethylammonium bromide (CTAB; Sigma) before
100 mL of 10 mM 3,3'55'- tetramethylbenzidine hydrochloride
(TMB, Sigma) and 5 mM H,0, were added. The colour-change re-
action was stopped after 2 min by adding 50 ml of 2 M sulphuric acid
and the optical density was read at 450 nm in a plate reader.
Standard samples without leucocytes were used as blanks.

2.5. Bactericidal activity of propolis extracts

Two marine opportunistic pathogenic bacteria (V. harveyi and P.
damselae subsp. piscicida) and one non-pathogenic bacterium (S.
putrefaciens) for gilthead seabream were used to determine the
bactericidal activity present in the propolis extracts. Bacteria were
grown in agar plates at 25 Cin tryptic soy (TSB, Sigma). Then, fresh
single colonies of 1e2 mm were diluted in 5 mL of appropriate
liquid culture medium and cultured for 16 h at 25 Con an orbital
incubator at 200e250 rpm. The antimicrobial activity of the
propolis extracts was determined by evaluating their effects on the
bacterial growth curves using the method described by Ref. [37]
with some modifications. Aliquots (10 mL) of each of the bacterial
dilutions (1/10) were placed in flat-bottomed 96-well plates and
incubated with equal volumes of propolis extracts (final concen-
tration 500 mg mL 1) for 2 h. The OD of the samples was measured
at 620 nm at 30 min intervals during 24 h at 25 C. Samples without
bacteria were used as blanks (negative control). Samples without
propolis extracts were used as positive controls (100% growth or 0%
bactericidal activity).

2.6. Statistical analysis

Data were statistically analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) to test differences between all treatments and a post-hoc
test (Student-Newmal-Keuls) comparison of means was used to
determine the differences between two groups when necessary.
The assumptions of homogeneity of variances and normality were
checked using the Levene and Kolmogorov-Smirnov/Shapiro Wilk
tests respectively. Non-normally distributed data were log-
transformed prior to analysis and a non-parametric Kruskal-
Wallis test, followed by a multiple comparison test, was used when
data did not meet parametric assumptions. Statistical analyses
were conducted using IBM SPSS Statistics 20 software. Differences
were considered statistically significant at a 95% of confidence level.

3. Results
3.1. Chemical composition of Algerian propolis

The GCeMS analysis of the propolis samples identified 30, 25, 31 and
35 compounds in the ethanolic extracts of propolis taken from Babor
(BE), Setif (SE), Ain-Abbassa (AbE) and Boutaleb (BoE) (Tables
1led), respectively. Similarly, 20, 21, 26 and 28 substances,
respectively, were determined in the aqueous extracts of propolis
from these localizations (Tables 5e8).

Identification of the phytochemical compounds by GC-MS was
based on the peak area and retention time. In the present investi-
gation a variety of compounds were detected in the propolis sam-
ples, including  chrysin  (flavonoid), 2'-O-methylcajanone
(isoflavonoids), dehydroabietic acid, pimaric acid, abietic acid,
hydroxydehydrostevic acid (diterpene), docosane, butane, octade-
cane (alkane hydrocabon), hexadecanoic acid, nonahexacontanoic
acid (n-alkanoic acids), cinnamic acid, benzoic acid, 2,3,5-
trimethoxymandelic acid, 3-chloro2-fluorobenzoic acid (aromatic
acid), lanostan-3-one, 11.beta.,18-epoxy- andPregn-4-en-3-one, 17-
hydroxy-, (17.alpha.) (tri-terpene), thymol (monoterpene phenol),
gamma.-elemene, beta-guaiene (sesquiterpenes), pagicerine,
demecolcine, papaverine, aspidospermidine, thebaine, N,O-
dimethylstephine and morpholine (alkaloids). The highest peak
area (%) of 60.27 was obtained for trimethyl 3, 4-bis (trimethyloxy)
cinnamate (ester of aromatic acid) with a retention time of 17.628
in the BAsample (Table 5). By contrast, the lowest peak area (%) of
0.02 was obtained for ethyl (trimethylsilyl) succinate (ehtyl ester)
with a retention time of 5.081 in the same sample (Table 1). In
addition to all these compounds, a variety of sugars and their acids,
several alcohols and other compounds were also identified.
Alkaloids represented the highest proportion (13.82%) in AbE
extract (8.68% morpholine and its derivatives and 5.14% thebaine
and its derivatives), while the lowest alkaloid value was 0.44% in
the BE extract (0.24% pagicerine and demecolcine 0.20%) (see Ta-
bles). On the other hand, the percentages of terpenes found in the
propolis extracts varied considerably among the BE, AbE, BoE, AbA
and BoA extracts. In the case of diterpenes, the percentages
werel2.61% in BoE extract (4.69% pimaric acid; 4.65% abietic acid;
2.80% dehydroabietic acid and 0.47% hydroxydehydrostevic acid),
176% in AbE (109% pimaric acid; 0.30% abietic acid and 0.37%
dehydroabietic acid) and just 0.79% of pimaric acid in BoA extract.
Sesquiterpenes were present in small amounts in the AbE, BoE and
BoA extracts (0.09% beta.-guaiene; 0.83%gamma-elemene and
0.39% gamma.-elemene, respectively).

3.2. Effects of propolis on head kidney leucocyte viability

The viability of HK leucocytes from gilthead seabream was
measured after 30 min of incubation with the different propolis
extracts. Our results show that B.E, B.A and Ab.A extracts provoked
a significant decrease in leucocyte viability when used at concen-
trations of 100 and 200 mg mL * (Fig. 1).

3.3. Effects of propolis on head kidney leucocyte respiratory burst
activity

The respiratory burst activity was significant lower in leucocytes
incubated with any of the propolis extracts compared with the
control group (Fig. 2). This effect was dose-dependent in all cases
except when leucocytes were incubated with Bo.E or Bo.A extracts.

3.4. Effects of propolis on head kidney leucocyte peroxidase activity

Leucocyte peroxidase activity was also affected by the propolis
extracts. The general trend was for the activity to increase after
incubation with the propolis extracts at low concentrations and to
decrease at high concentrations (compared with leucocytes from
the control group) (Fig. 3). These increases were statistically sig-
nificant in the case of Bo.E and B.Aextracts at 1 mg mL %, whereas
the B.A, S.A and Ab.A extracts at 200 mg mL ! provoked significant
decreases in this activity (Fig. 3).
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Chemical composition of ethanolic extracts of Algerian propolis taken from Babor (BE) identified by gas chromatography-mass spectrometry.

S.No R.T Peak area  Name of the compound Compound nature
%
1 5.081 0.02 Ethyl(trimethylsilyl) succinate Ehtyl ester
2 5493 0.24 Ether of glycerol Ether lipid
3 5981 0.15 Butanedioic acid Dicarboxylic acid
4 8.237 0.03 Acetophenone Aromaticketone
5 8.568 0.05 Malic acid Dicarboxylic acid
6 13.242 0.52 D-Fructose Glucide
7 13.336 0.29 Sorbopyranose Glucide
8 13.729 18.97  Pyrido[3',4":5,6]cyclohept [1,2-b]i ndole-5-carboxylic acid, 2-acetyl 1,2,3,4,4a,5,6,11,12,12a- decahydro -12a- Acetate ester
hydroxy-5-(hydroxymethyl)-12 methyl, .gamma.-lactone, acetate (ester)
9 14.354 0.17 beta.-D-Glucopyranose Glucide
10 14.979 1.08 Tetracosane Saturated aliphatic
hydrocarbon
11  15.323 0.16 Nonahexacontanoic acid n-alkanoic acids
12 15.629 0.19 Mannose glucide
13 15.892 0.90 Cinnamic acid Aromatic acid
14  16.660 0.27 Trimethyl 3-methoxy-4-cinnamate Ester of aromatic acid
15 17.616 2.98 Trimethyl cinnamate Ester of aromatic acid
16 17.797 0.37 Benzoic acid Aromatic acid
17 18.810 0.84 3,4-Epoxy-4a-ethyl-2,3,4,4a,5,6- hexahydro-1H-pyrido[3,2-C]carbazole Aromatic Heterocyclic
organic compound
18 19.022 0.24 Pagicerine Alkaloid
19 19.960 0.69 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diisooctyl ester Ester of aromatic acid
20 21.309 0.71 Docosane n-alkanes
21  22.990 0.05 2'-O-Methylcajanone Isoflavonoids
22 23.346 0.24 1'H-Cholesta-3,5-dieno [3,4-b]indol Indole
23  24.215 0.26 Octadecane n-alkanes
24  25.421 0.33 Cyclotetracosane Saturated hydrocarbon
25 25.815 0.20 Demecolcine Alkaloid
26  26.033 0.46 9-Hexacosene alpha-olefins
27 26.396 1.14 1,6-Dihydroxy-3 methyl anthraquinone Anthraquinone
28 26.633 2.08 1,8-Dihydroxy-3-(hydroxymethyl) anthraquinone Anthraquinone
29 34.863 5.36 Lanostan-3-one, 11.beta.,18-epoxy Triterpene
30 37.400 6.07 Pregn-4-en-3-one, 17-hydroxy-, (17 .alpha.) Triterpene
Table 2

Chemical composition of ethanolic extracts of Algerian propolis taken from Setif (SE) identified by gas chromatography-mass spectrometry.

S.No RT Peak area % Name of the compound Compound nature

1 5.131 0.89 1,3-Dioxolane, 2-(4-methoxyphenyl) -2-methyl Dioxolane

2 5.493 0.99 Ether of glycerol Ether lipid

3 5.974 0.30 Butanedioic acid Dicarboxylic acid

4 9.268 0.26 2-Propenoic acid, 3-phenyl ester Phenyl ester

5 10.917 0.24 Naphthalene Polycyclic aromatic hydrocarbon
6 13.329 1.07 Sorbose Glucide

7 14.348 0.26 D-Mannopyranose Glucide

8 14.667 0.93 Nifenazone Aromatic heterocyclic organic compound
9 15.042 0.43 Galactose benzyloxime Glucide

10 15.623 0.29 D-Glucose Glucide

11 15.891 1.31 Cinnamic acid Aromatic acid

12 16.654 1.48 Trimethyl cinnamate Ester of aromatic acid

13 17.597 291 1-(Phenylthioxomethyl)-2,5- pyrrolidinedione Pyrrolidones

14 18.622 0.82 Oleic acid Monounsaturated fatty acid

15 21.484 1.14 2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2,5-dihydroxy-3-octadecyl Isoprene

16 22.890 0.54 8H-Dinaphtho[2,3-c:2!,3!-h]phenothiazine Polycyclic aromatic hydrocarbon
17 24.265 0.19 Demecolcine Alkaloid

18 24.353 4.52 Benzoicacid Aromatic acid

19 25.277 4.10 Papaverine Alkaloid

20 26.008 2.60 Podofilox Heterocyclic organic compound
21 26.383 8.01 1,6-Dihydroxy-3-methyl anthraquinone Anthraquinone

22 26.615 9.70 1,3,8-Trihydroxy-6-methyl anthraquinone Anthraquinone

23 27.146 2.45 Aspidospermidine Alkaloid

24 32.639 0.85 Brallobarbital Barbiturates

25 33.288 0.48 Cyclobarbital Barbiturates

3.5. Bactericidal activity of propolis

The bactericidal activities of the eight Algerian propolis extracts
against three different Gram negative bacteria (V. harveyi,

P. damselae and S. putrefaciens) are shown in (Fig. 4). The highest

bactericidal activity was observed for the ethanolic extracts against

S. putrefaciens, and the lowest activity was found in the aqueous
extracts against P. damselae. In the case of the V. harveyithe
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Chemical composition of ethanolic extracts of Algerian propolis taken from Ain-Abbassa (AbE) identified by gas chromatography-mass spectrometry.

S.No R.T Peak area % Name of the compound Compound nature
1 5.493 1.06 Ether of glycerol Ether lipid
2 5.974 0.29 Butanedioic acid Dicarboxylic acid
3 8.561 0.65 DL-Malic acid Dicarboxylic acid
4 10.911 0.09 beta.-Guaiene Sesquiterpenes
5 13.235 2.21 D-Fructose Glucide
6 13.329 1.77 Sorbopyranose Glucide
7 14.348 0.33 Talose Glucide
8 14.716 0.19 N-(3-Allyl-2-0x0-2,3-dihydro-1,3-benzothiazol-6-yl)acetamide Acetamide
9 15.623 0.45 alpha.-D-Mannopyranose Glucide
10 15.891 0.47 Cinnamicacid, 3,4-dimethoxy-ester Ester of aromatic acid
11 16.085 0.58 Hexadecanoic acid Sturated fatty acid
12 16.647 0.64 Trimethyl 3-methoxy-4-cinnamate Ester of aromatic acid
13 16.891 0.19 Cinnamic acid, 4-methoxy-3-ester Ester of aromatic acid
14 17.597 1.91 Trimethyl cinnamate Ester of aromatic acid
15 18.622 1.06 Oleic acid Monoun Saturated fatty acid
16 19.822 0.13 Morphinan-6-one-2-ol Alkaloid
17 20.384 1.09 Pimaric acid Diterpene
18 20.853 4.84 5(4H)-Thebenidinone Alkaloid derivatives
19 21.103 1.01 4-(Phenylthioxomethyl)morpholine Alkaloid derivatives
20 21.297 0.37 Dehydroabieticacid Diterpene
21 21.653 6.29 Phenol, 4-methyl-2,6-bis(4-morpholylmethyl) Alkaloid derivatives
22 21.728 0.30 Abieticacid Diterpene
23 22.878 1.25 3-[(Trimethylsilyl)oxy]4,5.alpha.- epoxy-14- hydroxy-17-(2- propenyl) morphinan-6-one Alkaloid derivatives
24 23.090 1.40 Coumarin, 3-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-nitro Aromatic flavoring agent
25 23.340 0.59 Hexadecandioic acid Sturated fatty acid
26 24.059 0.30 Thebaine Alkaloid
27 24.352 4.96 Benzoicacid, 2-methyl ester Ester of aromatic acid
28 25.546 10.74 2,3,4-Trihydroxybenzoic acid Aromatic acid
29 26.383 8.76 Chrysin Flavanoids
30 26.489 1.29 1,6-Dihydroxy-8-methoxy-3-methylanthraquinone Anthraquinone
31 26.621 7.85 1,8-Dihydroxy-3-(hydroxymethyl) anthraquinone Anthraquinone

Table 4

Chemical composition of ehanolic extracts of Algerianpropolis taken from Boutaleb (Bo E) identified by gas chromatography-mass

spectrometry.

S.No RT Peak area % Name of the compound Compound nature

1 8.965 0.16 3,7-Dioxa-2,8-disilanonan-5-one Dioxaketone

2 9.751 2.19 Ether of glycerol Ether lipid

3 10.729 0.12 3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.. a-Terpineol

4 11.611 0.33 Benzene propanoic acid, trimethyl ... Ester of aromatic acid

5 11.955 0.24 Fumaric acid Unsaturated dicarboxylic acids

6 12.699 0.18 Bicyclo[4.4.0]dec-1-ene, 2-isopr ... Bicyclic

7 12.892 1.23 Butane n-alkanes

8 13.030 0.25 Naphthalene Polycyclicaromatic hydrocarbon
9 14.111 0.30 Talose Glucide

10 15.069 0.55 3,5-Cyclohexadiene-1,2-dione, 3, ... o-Benzoquinone

11 15.337 1.00 Ether of glycerol Ether lipid

12 15.427 0.72 Xylitol Sugaralcohol

13 16.440 5.24 D-Fructose Glucide

14 16.522 1.83 Sorbopyranose Glucide

15 16.929 0.55 alpha.-D-Glucopyranoside Glucide derivatives

16 17.170 0.49 3,4,5-Triphenylpyrazole Polycyclic aromatic hydrocarbon
17 17.528 0.25 L-Gluconic acid Glucide acid

18 17.962 0.37 Hexadecanoic acid, ethyl ester Ethyl ester

19 18.472 1.22 Hexadecanoic acid, trimethyl ester Trimethylester

20 19.595 0.44 Ethyl Oleate Fatty acid ester

21 20.049 1.23 11-cis-Octadecenoic acid Fatty acid

22 20.421 0.30 Dehydroabietic acid Diterpene

23 20.545 0.55 1-Ethoxy-4"-methoxy-2,2'-binaphthyl-1,4-dione Polycyclic aromatic hydrocarbon
24 20.986 0.51 2,4,6-Trichloro-5-nitro-nicotinic acid methyl ester Methyl ester

25 21.103 0.50 3-(4-Methoxyphenyl)benzo[f]quinazoline Polycyclic aromatic hydrocarbon
26 21.165 4.69 Pimaric acid Diterpene

27 21.730 2.50 Dehydroabietic acid Diterpene

28 21.965 4.65 Abieticacid Diterpene

29 22.385 2.37 2-p-Tolylisoindole-1,3-dione Indole

30 22.585 0.74 N,O-Dimethyl stephine Alkaloid

31 22.750 1.65 1-Naphthalene carboxylicacid, 2-benzoyl Polycyclic aromatic hydrocarbon
32 23.012 0.83 gamma.-Elemene Sesquiterpenes

33 23.363 0.38 Androst-5-en-17-one Steroid

34 23.480 0.47 Hydroxy dehydro stevic acid Diterpene

35 23.783 1.00 1-O-hexadecylglycerol Ether lipid
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Chemical composition of agueous extracts of Algerian propolis taken from Babor (BA) identified by gas chromatography-mass spectrometry.

S.No RT Peak area % Name of the compound Compound nature

1 5.131 0.11 Trimethyl-, benzoate Ester

2 5.493 3.82 Ether of glycerol Ether lipid

3 5.824 0.07 L-Proline a-amino acid

4 5.974 1.25 Butanedioic acid Dicarboxylic acid

5 8.230 0.19 Acetophenone Aromatic ketone

6 8.561 0.15 Malic acid Dicarboxylic acid

7 8.855 0.10 Hexanedioic acid Dicarboxylic acid

8 10.436 0.14 Benzoic acid Aromatic acid

9 13.236 6.52 D-Fructose Glucide

10 13.567 0.33 beta.-D-Galactopyranoside Glucoside

11 13.904 0.19 10H-Phenothiazine, 10-butyl-3,7-dinitro Heterocyclic compound

12 14.348 0.85 alpha.-D-Galactopyranose Glucide

13 14.485 0.46 D-Altro-2-Heptulose Glucide

14 14.666 7.91 6,13-Pentacenedione Anthraquinone derivatives

15 14.716 0.47 Germane, [(pentafluorophenyl)thio] triphenyl Polycyclic aromatic hydrocarbon

16 15.398 1.24 Trimethycinnamate Ester of aromatic acid

17 15.616 1.37 D-Glucose Glucide

18 15.885 0.67 Cinnamicacid Aromatic acid

19 17.628 60.27 Trimethyl 3,4-bis(trimethyloxy)cinnamate Ester of aromatic acid

20 23.109 0.13 Isoquinoline, 6,7,8-trimethoxy- Heterocyclic aromatic organic compound
Table 6

Chemical composition of agueous extracts of Algerian propolis taken from Setif (SA) identified by gas chromatography-mass spectrometry.

S.No RT Peak area % Name of the compound Compound nature

1 5.130 5.05 Trimethyl-, benzoate Ester

2 5.499 8.75 Ether of glycerol Ether lipid

3 5.980 0.47 Butanedioic acid Dicarboxylic acid

4 7.455 0.32 Benzene propanoic acid Aromatic acid

5 8.567 1.27 Butanoic acid Carboxylicacid

6 9.267 0.62 2-Propenoic acid, 3-phenyl-, trimethyl ester Trimethyl ester

7 10.442 0.58 Benzoicacid Aromatic acid

8 13.248 11.59 D-Fructose Glucide

9 13.335 3.93 beta.-D-Galactopyranose Glucide

10 14.354 2.65 D-Glucose Glucide

11 14.491 2.75 D-Altro-2-Heptulose Glucide

12 14.729 0.96 2-(4-Methoxyphenyl)-4-[(2-propyn-1-yl)thio] quinazoline Heterocyclic aromatic organic compound
13 15.410 1.72 Trimethylcinnamate Ester of aromatic acid
14 15.629 2.43 alpha.-D-Galactopyranose Glucide

15 15.904 1.39 Cinnamicacid, 3,4-dimethoxy- Aromatic acid

16 16.004 0.49 D-Gluconicacid Glucide acid

17 16.091 0.77 Hexadecanoic acid Saturated fatty acid
18 16.660 2.32 Cinnamicacid, 4-methoxy-3- Aromatic acid

19 17.603 20.03 Trimethyl cinnamate Ester of aromatic acid
20 19.009 0.25 Octadecanoic acid Saturated fatty acid
21 25.283 0.49 Thebaine Alkaloids

bactericidal activity was higher in the aqueous extracts than in the
ethanolic extracts (Fig. 4).

4. Discussion

Propolis chemical composition depends on the phytogeographic
characteristics of the site of collection, since bees choose different
plants as a source of propolis in different habitats [38]. This aspect
hinders propolis standardization and many solvents (ethanol,
methanol and water) may extract different compounds, influencing
the activity measured [39]. Thus, a universal standardization is
impossible, and it has been proposed that propolis biological
properties should be linked to a detailed investigation of its
chemical composition and to its botanical sources [40]. Algeria has a
rich natural heritage and this large country is endowed with a
wide variety of landscapes and ecological zones. Considered by
many to be the most unique natural country of the Mediterranean,
Algeria's distinctive morphology, bioclimate, fauna and flora
contribute to its great biodiversity. Indeed, Algeriahas a variety of

ecosystems, from coastal areas to desert and mountain [41].
Comparative studies have revealed that, although different propolis
may have different chemical composition, always these propolis
have considerable high biological activities [4,42]. For this reason,
propolis chemical analysis is at all times needed [43]. To the best of
our knowledge, the chemical composition of Algerian propolis has
not previously been reported, which is the reason for carrying out
the present study. Furthermore, the possible application of propolis
extracts in fish aquaculture is discussed.

Raw propolis contains impurities such as wood, wax, pollen and
even dead bees, so that macroscopic observation of any sample is
necessary in order to eliminate such impurities before the prepa-
ration of extracts. A critical step in the process of testing is the
extraction of the propolis samples that will be used in the study.
The solvents used for extraction are usually alcohols - methanol or
ethanol. The most often used solvent is ethanol containing different
percentages of water; for example, 70% ethanol extracts most of the
active components of propolis but not waxes [44], and as propolis
might contain up to 20e30% wax, this solvent has been applied in
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Chemical composition of aqueous extracts of Algerian propolis taken from AinAbassa(AbA) identified by gas chromatography-mass spectrometry.

S.No RT Peak area % Name of the compound Compound nature

1 5.131 0.34 Benzoic acid Aromatic acid

2 5.493 8.19 Ether of glycerol Ether lipid

3 5.824 0.64 L-Proline a-amino acid

4 5.974 1.06 Butanedioic acid Dicarboxylic acid

5 6.293 0.16 Propanoic acid Carboxylicacid

6 6.706 0.10 Benzoic acid, 2-methyl- Aromatic acid

7 9.461 0.10 5-(4-Diethylaminobenzylidene)rhodanine Heterocyclic organic compound

8 9.699 0.14 2,3,4-Trihydroxybutyric acid Polyol acid

9 10.380 0.12 Lyxose Glucide

10 10.436 0.24 Benzoicacid, 4-trimethyl Aromatic acid

11 11.042 0.07 D-Xylose Glucide

12 11.986 0.64 Xylitol Sugar alcohol

13 12.623 0.17 Nicotinaldehydesemicarbazoneditm Alkaloid derivatives

14 12.911 0.14 L(-)-Fucose Glucide

15 13.242 18.45 D-Fructose Glucide

16 13.329 8.57 Sorbopyranose Glucide

17 13.567 1.53 Morpholine Alkaloids

18 14.348 2.85 Talose Glucide

19 15.042 0.29 Ether of glucitol Ether lipid

20 15.504 0.21 2,4,6-Trihydroxybenzoic acid Aromatic acid

21 15.616 3.92 D-Glucose Glucide

22 15.991 1.63 D-Gluconicacid Glucide acid

23 16.648 1.52 Cinnamic acid, 4-methoxy-3- Aromatic acid

24 17.591 7.17 Trimethyl cinnamate Ester of aromatic acid

25 24.946 0.94 Scopolin Glucoside

26 25.733 0.32 Thymol Monoterpene phenol
Table 8

Chemical composition of agueous extracts of Algerian propolis taken from Boutaleb (BoA) identified by gas chromatography-mass spectrometry.

S.No RT Peak area % Name of the compound Compound nature

2 4,956 0.19 Formamide, N,N-diethyl ester Diethyl ester

3 5.838 1.39 3-Butenoic acid, 3-methyl ester Methyl ester

4 9.744 0.39 Ether of glycerol Ether lipid

5 10.012 0.51 Butane n-alkanes

6 10.315 0.39 Isoquinoline, 1-butyl- Heterocyclic organic compound
7 11.342 0.89 Cinnoline, 4-ethyl-3-methyl- Heterocyclic organic compound
8 11.611 1.09 Benzene propanoic acid Aromatic acid

9 12.437 0.71 3-Methoxy benzoic acid Aromatic acid

10 12.795 2.72 Xylitol Sugar alcohol

11 13.278 0.64 1-(3H-Imidazol-4-yl)-ethanone Heterocyclic organic compound
12 13.732 0.67 Coumarin-3-carboxylic acid, 8-allyl-, Cyclohexyl ester Aromatic flavoring agent

13 14.029 0.52 3-Chloro 2-fluorobenzoic acid aromatic acid

14 14.552 0.57 L-Proline a-amino acid

15 15.592 0.81 Morphinan-6-one, 3,4-dimethoxy- Alkaloid derivatives

16 16.171 1.59 I-Mannopyranose Glucide

17 16.522 1.69 D-Glucose Glucide

18 16.998 1.13 alpha.-l1-Galactofuranoside Glucide

19 17.211 0.75 Carbamazepine Heterocyclic organic compound
20 17.501 0.67 4-Hydroxymandelic acid Aromatic acid

21 17.735 1.04 3-Methyl-1-phenyl-2-azafluorene Heterocyclic organic compound
22 18.548 0.82 4-Aminobenzo[g]quinazoline Heterocyclic organic compound
23 18.782 4.12 2,3,4-Trimethoxymandelic acid Aromatic acid

24 19.974 0.39 gamma.-Elemene Sesquiterpenes

25 20.704 0.37 2,3,5-Trimethoxymandelic acid Aromatic acid

26 21.551 0.79 Pimaricacid Diterpene

27 22.378 0.73 Methylene bisaspidinol Aromatic Hydroxy ketones

28 22.771 0.42 Cinnamic acid Aromatic acid

many studies. Water has also been used on many occasions; how-
ever, it is important to note that in general, water dissolves a small
part of propolis constituents (about 10% of its weight), whereas 70%
ethanol may dissolve 50e70%, depending on the amount of wax
[17]. In order to investigate the differences between the ethanolic
and aqueous extracts of different samples from different regions in
Algeria, we used two solvents (ethanol and water) to examine the
effect of each solvent. The results confirm different biological
properties of each extract due to the differentcomponents present

in each of them. Comparing the four propolis using in the present
study, the extracts from propolis of Boutaleb Region was those
samples having higher number of active components, followed by
propolis of Ain-Abbassa, Babor and Setif.

GC-MS was used to explore the major and minor phytocon-
stituents present in the different propolis extracts. Preliminary
phytochemical screening pointed to the presence of saturated and
unsaturated fatty acids, hydrocarbons, glycosides, polysaccharides,
phenolic compounds, heterocyclic organic compound, alkaloids,
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Fig. 1. Viability [percentage (%) of live cells] of head-kidney leucocytes from gilthead
seabream (S. aurata) specimens following incubation without (control; white bars) or
with different concentrations of propolis extracts (light grey bars: 1 mg ml 1. dark grey
bars: 100 mg ml 1; black bars: 200 mg ml 1). Bars represent the mean + S.EE. (n % 3).
Asterisks denote significant differences with respect to the control group (P 0.01).
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Fig. 2. Respiratory burst activity of head-kidney leucocytes from gilthead seabream
(S. aurata) specimens following incubation without (control; white bars) or with
different concentrations of propolis extracts (light grey bars: 1 mg ml 1 dark grey bars:
100 mg ml 1; black bars: 200 mg ml 1). Bars represent the mean + S.E. (n % 3). Asterisks
denote significant differences respect with to the control group (P 0.01).
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Fig. 3. Peroxidase activity of head-kidney leucocytes from gilthead seabream
(S. aurata) specimens following incubation without (control; white bars) or with
different concentrations of propolis extracts (light grey bars: 1 mg ml L. dark grey bars:
100 mg ml 1; black bars: 200 mg ml 1). Bars represent the mean + S.E. (n % 3). Asterisks
denote significant differences respect to the control group (P 0.01).

flavonoids, phytosterols, monoterpenes, triterpenes, sesquiter-
penes, amino acids and anthraquinones. As regard the different
number of compounds in the different propolis extracts analyzed,
some compounds were found to be common. For example, buta-
nedioic acid, cinnamic acid, benzoic acid and cinnamate and its
derivatives were commonly present in six extracts (both the
ethanolic and aqueous extracts of the B, S and Ab area). However,
cinnamic acid and benzoic acid were only found in the agueous
extract of Bo.

All the compounds present on propolis have important

100 7 OB.E (S.E WAb.E ®Bo.E WMBA WSA [@Ab.A EMBo.A

% Bactericidal activity

5. putrefaciens

V. harveyi

Fig. 4. Bactericidal activity of propolis extracts (B.E, S.E, Ab.E, Bo.E, B.A,S.A, Ab.A, Bo.A.)
against V. harveyi, P. damselae and S. putrefaciens. Bars represent the mean = SE.
(n ¥ 3). Asterisks denote significant differences with respect to the positive control (0%
bactericidal activity, P 0.01).

biological activities. For example, cinnamic acid and benzoic acid
(aromatic acids) are used for the treatment of some fungal skin
diseases such as tinea, ringworm, and athlete's foot, indicating their
antifungal properties [45]. Benzoic acid was also used as an ex-
pectorant, analgesic, and antiseptic in the early 20th century [46].
On the other hand, butanedioic acid (dicarboxylic acid) serves as an
excipient in pharmaceutical products because of its ability to con-
trol acidity [47]. Glycerol ether was also common among the eight
studied propolis extracts, an important function of ether lipids
being their antioxidant activity. Some protective effects against
oxidative stress have been demonstrated in cell cultures and these
lipids might therefore play a role in the serum lipoprotein meta-
bolism [48]. This antioxidant activity comes from the enol ether
double bond being targeted by a variety of reactive oxygen species
[49]. Although there are some paper demonstrating that propolis
has important antioxidant effects [50,51], new studies on the
antioxidant properties present in the propolis extracts are desir-
ables. Furthermore, anthraquinones, potent antimicrobial and
antiinflammatory agents, were common only among ethanolic
extracts (BE, SE and AbE).

Alkaloids have a wide range of pharmacological activities
including antimalarial, antiasthma, anticancer, cholinomimetic,
vasodilatory, antiarrhythmic, analgesic, antibacterial, and anti-
hyperglycemic activities. Many of them have being used in tradi-
tional or modern medicine, or as a starting point for the
development of new drugs. Other alkaloids possess psychotropic
and stimulant activities, and have been used in entheogenic rituals
or as recreational drugs [52e56]. For these reasons, the presence of
alkaloids in the propolis extracts analyzed is very interesting and
merits further study to identify their possible application in phar-
maceutical or biotechnological fields. Similarly, sesquiterpenes are
known for their wide range of biological activities, including anti-
microbial and antigenotoxic activities, although the literature also
reports on the induction of DNA damage by sesquiterpene-type
compounds with antimicrobial properties [57,58].

On the other hand, saturated fatty acids were common only on SE,
AbE, BoE and SA extracts, while some other compounds were
found only in one extract. Fatty acids have various effects on im-
mune and inflammatory responses, acting as intracellular and
intercellular mediators. To understand the relation between fatty
acids and immunology it is therefore necessary to consider their
role in inflammation as well as their effecton leucocytes. Fatty acids
interfere with many steps of inflammation, such as vascular
contraction, chemotaxis, cell adhesion and diapedesis, and cell
activation. Fatty acids can modulate leucocyte function, controlling
proliferation, production of cytokines and adhesion molecules, and
causing cell death [59,60].




Several studies have previously reported immunostimulatory and
anti-inflammatory effects of propolis in mammals [61,62]. In fish,
propolis has been reported to have an important effect on the
aquatic environment [63] and to enhance non-specific immune
responses and disease resistance of Nile tilapia through dietary
supplementation [64]. Physiological functions of fish may be
boosted by propolis and there may also be health benefits for fish
consumers [62]. For the present research gilthead seabream was
chosen as a fish model because of its importance in commercial
marine aquaculture. The possible use of Algerian propolis as a fish
immunostimulant was tested and, as a previous step, the effects of
such propolis extracts on leucocyte viability were studied. The re-
sults suggest that B.E, B.A and Ab.A extracts induce a significant
decrease in the cell viability of seabream leucocytes when used at
concentrations of 100 and 200 mg mL 1 But none of the tested
extracts, when used at 1 mg mL 1 had any significant effect on
leucocyte viability. The different results obtained when using
different concentrations of the same extracts can probably be
explained by the compounds present in each propolis type and
extract. Additionally, this effect could be attributed to some syn-
ergistic effect between the main constituents of our samples.
Several articles report that the flavonoids and derivatives thereof,
present in our extracts possess anticarcinogenic activity and exert
low cytotoxicity in normal cells, depending on their concentration
[65,66]. Our results indicate that additional cell death induction
probably due to the different compositions and proportions [17].
According to [67], propolis and a variety of polyphenolic/flavonoid
compounds can influence a number of key intracellular targets that
are associated with the cancer process and can serve as regulators
of gene expression and/or modulate gene products. New studies on
gene expression modulation by these propolis extracts are neces-
sary to understand the physiological reasons for the observed ef-
fects on fish leucocytes.

The peroxidase activity in leucocytes was also affected by the
propolis extracts. Indeed, peroxidase activity, which is related to
myeloperoxidase (MPO) and/or eosinophil peroxidase activity, can
be considered a good marker for leucocyte activation [68].The
general trend was to increase peroxidate activity when low con-
centrations of propolis were used, compared with the control
group. These increases were statistically significant in the case of
Bo.E and B.A extracts at 1 mg mL % while B.A, S.A and Ab.A at
200 mg mL ! provoked a significant decrease in this activity. The
role played by propolis in one of the most important functions of
macrophages, the production of free radicals, is not clear. lvanovska
et al. [69] demonstrated that two flavonoids present in propolis,
cinnamic and caffeic acid, inhibit and induce, respectively, H,0,
release by macrophages. The respiratory burst activity reflected an
important inhibitory effect when leucocytes were incubated with
the extracts. MPO is an enzyme that produces hypochlorous acid
from oxidative radicals to destroy bacteria and pathogens. It is
released mainly from the azurophilic granules of neutrophils dur-
ing oxidative respiratory bursts [70]. Unfortunately, there are no
previous reports regarding the effects of propolis on MPO activity.
However, in the present study, the MPO activity of propolis was
significantly lower than that of the control group, and the effect was
dose-dependent in all cases except in Bo.E and Bo.A.

Despite the limited evidence available, it seems that the efficacy of
propolis in enhancing fish growth rates and feed utilization ef-
ficiency may vary depending upon the type of propolis product
and/or fish species [71]. Therefore, further investigation is required
to elucidate the precise effects of propolis products in different
forms, since their content and composition may differ according to
their source, as mentioned above.

Fish are susceptible to several bacterial infections, especially
when reared in high densities conditions. Diseases outbreaks are

responsible for high mortality rates and decreased productivity
efficiency, leading to sever economic losses for fish farmers [71].
Antibiotics are the main treatment applied to control bacterial
diseases in fish farms. However, the wide use of antibiotics in
aquaculture has been implicated as a potential environmental
danger and in the development of resistant bacteria [72,73].
Regarding the problem of microbial resistance, there is an urgent
need to discover new drugs and alternative therapies to control
bacterial diseases in aquaculture. Owing to the very complex
composition, propolis is considered one of the richest sources of
new drugs [19,74]. The three bacteria selected in the present study
have a great economic impact due to the losses they cause in gilt-
head seabream farms. The genus Vibrio, which is distributed in
many marine and brackish environments, can cause vibriosis in fish
and shellfish, and several species of the same are responsible for
important diseases in marine larviculture and aquaculture [75],
including V. harveyi and V. anguillarum. Moreover, pasteurellosis or
pseudotuberculosis is a form of bacterial septicaemia caused by the
halophilic bacterium Photobacterium damselae subsp. piscicida
(formerly Pasteurella piscicida) in a wide variety of marine fish [76].
In this paper, the bactericidal activity of the eight extracts against
V. harveyi followed a very similar pattern. Strikingly, in the case of
aqueous extracts, the bacteriolytic activity was very low against
P. damselae and S. putrefaciens. In the case of the P. damselae the
pattern was also quite similar the lowest bactericidal activity being
found for the aqueous extracts and highest in the case of
S. putrefaciens and V. harvey. By contrast, in ethanolic extracts, the
bactericidal activity was very high against S. putrefaciens but very
low against V. harveyi.

Data from numerous studies concerning its antibacterial prop-
erties support the fact that propolisis active mainly against Gram-
positive bacteria and either displays much lower activity or no
activity against Gram-negative bacteria [4,5,13]. Such results can be
seen in the work of [4] that tested propolis samples from different
geographic regions (tropical and temperate zones) against Staph-
ylococcus aureus and Escherichia coli. All the extracts displayed
significant antibacterial activity against S. aureus but none was
active against E. coli. Although it can be argued that only two spe-
cies were tested, it is also relevantthat all 12 samples tested, which
came from widely different origins, had the same effect. Grange and
Davey [74] reported that ethanol extracts of propolis (EEP)
completely inhibited the growth of S. aureus, Enterococcus spp. and
Bacillus cereus, partially inhibited Pseudomonas aeruginosa and
E. coli growth and had no effect on Klebsiella pneumoniae. Sforcin
et al. [5] investigated the antibacterial activity of Brazilian propolis
collected during the four seasons and observed that low concen-
trations inhibited the growth of Gram-positive bacteria, while
higher concentrations of EEP were needed to inhibit Gram-negative
bacteria.

Several periodontal disease-causing anaerobic bacteria are
susceptible to propolis aqueous-ethanolic extracts, but, once again,
the Gram-negative bacteria were the most resistant [77,78]. Some
authors suggested that the increased resistance of Gram-negative
bacteria could be due to the presence of plasma membrane efflux
pumps that would prevent the intracellular entry of propolis con-
stituents, or promote their extrusion from the cell, or even to the
many plant-derived resin constituents of propolis which are
secreted to protect plants from Gram-positive pathogens [79].
Propolis antibacterial activity has been correlated with flavo-
noids, among which galangin, pinocembrin and pinostrobin are
recognized as the most effectives [80]. However, there are reports
of propolis samples containing only traces of flavonoids but still
displaying antibacterial action [81]. Ferulic and caffeic acid, pre-
nylated coumaric acid and benzophenone derivatives or diterpenic
acids are also bioactive compounds [4,18,38]. The bactericidal effect
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of flavonoids may therefore be originated from the metabolic
perturbation of ion channels as a result of impaired phosphoryla-
tion/dephosphorylation reactions [82]. Caffeic acid, benzoic acid,
and cinnamic acid probably act on the microbial membrane or cell
wall sites as well, causing functional and structural damages [13].
Some diterpenes and phenolic compounds possess activity against
Helicobacter pylori [83], a Gram-negative bacterium that causes
peptic ulcer disease and gastric cancer. Until now, no single propolis
component has been shown to possess antibacterial activity higher
than that of the total extract [84]. Some authors cite the highly
complex and variable composition of propolis as a reason for its
antimicrobial activity and the data gathered to date suggest that
such activity can be linked to multiple targets, with several con-
stituents acting in synergy [18,85]. Propolis affects the cytoplasmic
membrane, inhibits bacterial motility and enzyme activity, exhibits
bacteriostatic activity against different bacterial genera and can act
as a bactericide at high concentrations [86]. Synergism between
EEP and antibiotics, with a clear reduction of MIC values, has been
reported for several strains [85].

This study is the first report to describe the chemical composi- tion
and antibacterial activity of four different Algerian propolis
samples. The observed bactericidal activities as well as the immu-
nomodulant properties of the different propolis extracts seem to
validate the classical medicinal uses of these extracts in fish due to
their therapeutic importance in the management of diseases. The
demonstrated effects of propolis extracts would be due to the cu-
mulative effects of the abundant compounds with important bio-
logically active phytochemicals such as alkaloids, phenols,
flavonoids and tannins that they contain.
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Abstract
Agueous and ethanolic extracts of propolis (AEP and EEP) samples collected from four locations of the Setif region,
Algeria, were prepared and evaluated for the chemical composition by GC/MS and biological activities. 20 to 28
compounds and 30 to 35 compounds were identified in the aqueous and ethanolic extracts respectively. All propolis
samples had relatively strong antioxidant activities, and were also correlated with the total polyphenol and flavonoid
contents. Total flavonoid and polyphenol contents of extracts of propolis samples, were in the range of 3,047 +0.004—
132,952+0,016mg/g and 96,833+0,027-600+£0,017mg/g crude extract of propolis, respectively. Furthermore, the
antimicrobial activity of the propolis extracts against two marine pathogenic and one no pathogenic bacteria was
evaluated. The bactericidal activity of ethanolic extracts was very high against Shewanella putrefaciens, average
against Photobacterium damselae and very low against Vibrio harveyi. The lowest bactericidal activity was always
found for the aqueous extracts. Finally, the in vitro effects of propolis on gilthead seabream (Sparus aurata L.)
leucocyte activities were measured. Both the ethanolic and two aqueous extracts (from Babor and Ain-Abbassa)
provoked a significant decrease in cell viability when used at concentrations of 100 and 200 ug/ml. Furthermore,
significant inhibitory effects were recorded on leucocyte respiratory burst activity. This effect was dose-dependent in
all cases except for Boutaleb extracts sample. Our findings suggest that some of Algerian propolis extracts have
bactericidal activity against important bacterial pathogens in seabream and significantly modulate in vitro leucocyte
activities, confirming their potential as a source of new natural biocides and/or immunomodulators in aquaculture
practice.
Keywords: Algerian propolis; GC-MS analysis; Polyphenol content; Antioxidant activity; bactericidal activity;
Gilthead seabream (Sparus aurata L.); Innate immunity.
Résumé
Des extraits aqueux et éthanoliques d'échantillons de propolis (AEP et EEP) récoltés dans quatre localités de la région
de Sétif, en Algérie, ont été préparés et évalués pour leurs compositions chimiques par GC/MS et activités
biologiques. 20 a 28 et 30 a 35 composés ont été respectivement identifiés dans les extraits aqueux et éthanoliques.
Tous les échantillons de propolis ont montré des activités antioxydantes relativement fortes, qui étaient également
corrélés avec le contenu total en polyphénols et en flavonoides. Les teneurs totales en flavonoides et en polyphénol
des extraits d'échantillons de propolis se situaient dans la gamme de 3,047 £ 0,004-132,952 + 0,016 mg/g et 96,833 +
0,027-600 + 0,017 mg/g d'extrait brut de propolis, respectivement. L'activité bactéricide des extraits éthanoliques était
tres élevée contre Shewanella putrefaciens (non pathogéne), alors qu’elle était moyenne contre Photobacterium
damselae et trés faible contre Vibrio harveyi deux bactéries pathogénes marines. La plus faible activité bactéricide
était toujours celle trouvée pour les extraits aqueux. Enfin, les effets in vitro de la propolis sur les activités des
leucocytes de la dorade dorée (Sparus aurata L.) ont été étudiés. Les extraits éthanoliques et deux extraits aqueux (de
Babor et de Ain-Abbassa) ont provoqué une diminution significative de la viabilité cellulaire lorsqu'ils sont utilisés a
des concentrations de 100 et 200 pg / ml. En outre, des effets inhibiteurs significatifs ont été enregistrés sur l'activité
du Burst respiratoire des leucocytes. Cet effet était dose-dépendante dans tous les cas sauf dans le cas de 1’échantillon
de Boutaleb. Les résultats obtenus suggerent que certains des extraits de propolis algériennes ont une activité
bactéricide contre d'importants agents pathogénes bactériens de la dorade et des activités de leucocytes in vitro
significativement modulables, confirmant leur potentiel en tant que source de nouveaux biocides naturels et / ou
immunomodulateurs dans la pratique de I'aquaculture.
Mots-clés: Propolis algérienne; Analyse GC-MS; Teneur en polyphénol; Activité antioxydante; Activité bactéricide;
Dorade dorée (Sparus aurata L.) ; Immunité innée.



