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La propolis est I'un des six produits de la ruche avec le miel, la gelée royale, le pollen, la cire et
le venin d’abeille. La propolis est un complexe fabriqué par les abeilles (Apis mellifera) a partir de
leurs sécrétions salivaires, de cire et d'une série de substances résineuses qu’elles vont recueillir sur
différents supports végétaux comme les bourgeons, jeunes rameaux, ou encore blessures de certains
arbres et arbustes (en Europe : principalement peupliers, bouleaux, saules, hétres, etc.). Dans la
ruche, la propolis a de multiples usages : c’est un mortier qui sert au colmatage des fissures ou
interstices, a I'étanchéité (face a I'humidité et au développement des moisissures) et a la protection
de la colonie par la réduction de I'entrée de la ruche. En effet, 'ouverture a I'entrée de la ruche est
constamment remodelée afin d’ajuster ses dimensions et son orientation aux conditions climatiques.
Ce passage constitue par la méme occasion une sorte de “sas de décontamination” ou chaque abeille
rentrante et sortante devra se poser, d'ou le nom de propolis qui vient du grec ancien pro pour
“devant, & I'entrée de” et polis pour “communauté, cité”'. La propolis est aussi une véritable arme
chimique contre les microorganismes et sert a momifier les animaux intrus et morts (rats et souris
par exemple) trop gros pour étre évacués par les abeilles, évitant ainsi leur décomposition®. La
propolis est généralement constituée d’environ 50 % de résines (contenant les composés
polyphénoliques), 30 % de cires et d’acides gras, 10 % d’huiles essentielles, 5 % de pollen et 5 % de
matieres organiques et minérales diverses. Mais la composition de la propolis est trés variable car elle
dépend de la végétation locale®. Ainsi, la propolis collectée dans les zones tempérées telles que
I'Europe, le nord de I’Amérique ou les régions non-tropicales de I'Asie, provient principalement des
bourgeons d’espéces de peuplier et est riche en flavonoides, acides et esters phénoliques® alors que
la propolis d’origine tropicale, c'est-a-dire issue de régions ou les peupliers et les bouleaux ne
poussent pas, est plutot riche en dérivés prénylés d’acides phénoliques, benzophénones ou composés
di et triterpéniques®®, provenant de diverses espéces botaniques. Bien que sa composition soit
variable, la propolis est utilisée depuis longtemps en médecine traditionnelle, car elle présente de
nombreuses activités biologiques et pharmacologiques telles que des activités antioxydante®™®

11-12

antifongique®'®, antibactérienne' "2, antivirale'®, anti-inflammatoire'* ou encore antitumorale'®.

La propolis est une matiére premiére trés étudiée et trés utilisée de nos jours dans les secteurs

alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques, et ce de par le monde. En effet, une premiére étude
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bibliographique, réalisée a l'initiation de ce travail de recherche (2011), montrait que la propolis
utilisée dans de nombreux procédés et produits finis brevetés provenant de différents pays
asiatiques dont le Japon (32%), la Corée du Sud (21%) et la Chine (10%) mais également en Russie
(18%). Elle est en effet intégrée dans des produits alimentaires tels que compléments (Japon, Corée,
Russie), boissons (vin, champagne, biére en Corée), miel (Corée) ou encore conservateurs
(préservation des mangues en Chine), dans des formulations cosmétiques tels que shampoings,
cremes de visage (Japon, Corée, Russie) et cremes solaires (Etats-Unis, Allemagne), mais surtout
dans des préparations pharmaceutiques comme des gels contre I'herpes (Roumanie, Etats-Unis), des
pommades cicatrisantes (Russie), des bains de bouche (Corée) et préparations médicinales contre les
abcés dentaires (Chine), des pates dentifrices (Japon), des médicaments a visée anti-cancéreuse
(Japon), anti-ulcere (Russie), des gouttes et sprays pour la sphéere oto-rhino-laryngée (Allemagne),
etc. Elle entre méme, par exemple, dans des produits divers tels que la composition d’une colle

(Chine) ou encore d’une lingette de nettoyage (Corée).

La société Ballot-Flurin Apiculteurs (BFA), aujourd’hui devenue Abeilles Santé, est une
entreprise comptant une quarantaine d’employés et située dans les Hautes-Pyrénées (65), qui
développe des produits d’hygiéne, cosmétiques et alimentaires a partir de produits de la ruche issus
de la filiere d’Apiculture DOUCE® et notamment & base de propolis. Ces produits bénéficient de
différents labels publics ou privés : Agriculture Biologique (marque AB), EU organic, COSMEBIO® et
COSMEBIO ECO®. BFA dispose de ses propres ruches mais également d’un réseau d’apiculteurs qui
fournissent une propolis de qualité optimale, répondant a un cahier des charges bien précis. Afin de
poursuivre son développement au niveau national et international, I'entreprise a souhaité approfondir
ses connaissances scientifiques, notamment en termes de composition chimique et d’activités
biologiques, sur ses extraits de propolis obtenus selon son mode d’extraction particulier et breveté'®.
Ainsi, une collaboration s’est établie avec le laboratoire Substances d’Origine Naturelle et Analogues
Structuraux (SONAS) de I'Université d’Angers au travers du financement de cette thése dont I'objectif
était de caractériser chimiquement cette propolis et d'en évaluer les propriétés biologiques tout en

optimisant, le cas échéant, les procédés d’extraction.

Ce manuscrit se divise en cing chapitres. Le premier se propose de faire un point
bibliographique sur les méthodes d’extraction et de caractérisation, sur la diversité chimique des
propolis & travers le monde et sur les différentes activités biologiques attribuées a ce matériau. Le

deuxiéme chapitre sera consacré a la détermination de la composition chimique de plusieurs extraits
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obtenus a partir de la propolis BFA (assemblage de 24 lots). Dans le troisiéme chapitre, quatre
activités biologiques (antioxydante, anti-AGEs, antifongique et antibactérienne) seront évaluées pour
les différents extraits de propolis réalisés et des relations composition-activité seront proposées. Le
quatriéme chapitre, confidentiel selon les exigences de I'entreprise BFA, sera divisé en deux parties,
la premiere concernera I'étude de variabilité des 24 lots composant le mélange initial, ceci permettant
d’estimer les écarts de composition entre les différents lots ; la deuxieme partie sera centrée sur
I'optimisation des procédés de I'extraction aqueuse réalisée par BFA. Le cinquiéme et dernier chapitre
présentera brievement I'étude de trois “propolis du monde” : une propolis mexicaine, provenant du

Yucatan, et deux propolis africaines, I'une provenant de Cote d’lvoire et I'autre d’Ouganda.
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1. Un peu d’histoire

La propolis est un reméde naturel qui est utilisé depuis les temps anciens. En effet, les
Egyptiens connaissaient trés bien les propriétés anti-putréfiantes de la propolis et I'utilisaient pour
embaumer les cadavres. Les propriétés médicinales de la propolis étaient reconnues par les médecins
grecs et romains : Aristote, Dioscoride, Pline I'’Ancien et Galien, tout comme les médecins arabes, qui
I'utilisaient comme antiseptique et cicatrisant dans le traitement des plaies, et par les Incas qui
'employaient en tant qu'agent anti-pyrétique''®. Au XII°"® siécle, la propolis est mentionnée dans
des ouvrages de médecine en Géorgie ou elle entre dans la composition de nombreux remeédes. En
France, c’est Ambroise Paré qui en fait mention pour la premiére fois dans ses écrits au XVieme
siecle’ et la propolis est listée comme médicament officiel dans la pharmacopée londonienne au
XVlléme siécle’. Sans avoir été permanent, I'emploi médical de la propolis s’'est tout de méme
maintenu au fil des siécles pour étre & nouveau redécouvert dans la seconde moitié du XX°"® siécle,
époque ou l'intérét porté aux propriétés médicinales de la propolis s’est accru, principalement en
Europe. Le professeur Rémy Chauvin, alors directeur de recherches a I'INRA, au laboratoire de
recherches apicoles de Bures-sur-Yvette en France, a publié avec ses collaborateurs le Traité de
biologie de I'abeille en 1968, dans lequel la propolis tient une place importante, ce traité fait toujours
référence en la matiére'®. A peu prés & la méme période le Danois K. Lund Aagaard devenu, a la
retraite, apiculteur, testa sur lui-méme une infusion de propolis qui lui soigna en quelques heures de
terribles maux de gorges. Il poursuivi ses recherches, mena par la suite des essais cliniques sur
16000 scandinaves puis créa un produit breveté, trés riche en flavonoides : la Propoline®, aujourd’hui

commercialisé dans le monde entier'®?,

Depuis une quarantaine d’années, le développement
constant des techniques d’extraction et de caractérisation ont permis d’aller toujours plus loin dans
I'identification de nouveaux constituants, fussent-ils minoritaires (plus de 300 molécules différentes

sont aujourd'hui identifiées®), et dans I'investigation des activités biologiques.

2. Procédés d’extraction

La composition moyenne de la propolis est généralement de l'ordre de 50 % de résines
(contenant les composés phénoliques), 30 % de cires et d’acides gras, 10 % d’huiles essentielles, 5
% de pollen et 5 % de matiéres organiques et minérales diverses'. Ainsi, afin d’obtenir un concentré
de métabolites secondaires actifs et de s’affranchir d’'une matrice inerte, il est préférable d’extraire la
propolis a I'aide de solvants. Différentes conditions (solvants divers, proportion en propolis, durée

d’extraction, traitement) sont donc utilisées pour I'extraction de la propolis.
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2.1. Solvants d’extraction

Les macérations alcooliques sont de loin les méthodes d’extractions les plus courantes. On
retrouve par exemple comme solvants, I'éthanol en solution aqueuse a différents pourcentages :
207", 30'°, 50'%%, 60%%", 70"%°%° 80%°%°, 95-96°%% et 99-100 % (absolu)'®?, mais aussi le
méthanol®"™3. Par exemple, Park et Ikegaki®* ont utilisé plusieurs concentrations en éthanol dans des
solutions hydro-alcooliques puis mesuré les spectres d’absorption des différents extraits. L'extrait a
I'éthanol 80% présentait la plus forte absorption a 290 nm, c’est-a-dire la plus grande concentration
en flavonoides. Certaines publications décrivent également des extractions aqueuses’®?’ des
extractions successives avec des solvants de polarité croissante (hexane, chloroforme, acétate
d’éthyle, éthanol et eau)? ou encore des extractions par de I'huile de colza'. L'extraction & I'aide du
CO, supercritique est également une technique intéressante puisque le CO, est entiérement éliminé
apres extraction ce qui permet d’obtenir un extrait sec sans résidu de solvant. Mais le rendement
d’extraction est faible (inférieur a 13%) et il semble indispensable d’'ajouter de I'éthanol comme co-
solvant si on désire augmenter le rendement extractif des composés relativement polaires®*®. D'une
fagon assez générale, ce sont les extractions par I'’éthanol a 70 et 96% ainsi que par le méthanol qui

demeurent majoritairement les plus répandues.

2.2. Proportion en propolis

La proportion en propolis est le rapport de la quantité de propolis engagée (en g) sur le volume
de solvant utilisé (en mL) exprimé en %. Elle est comprise entre 0.1, valeur trés faible® et 30% °'%%.
Les valeurs les plus fréquemment rencontrées sont 3 & 3.3%437:38 562139 ot 109,42 gSawaya® a
réalisé des extractions en faisant varier la proportion en propolis de 5 a 30% et le pourcentage
d’éthanol de 60 a 96%. Il ressort de cette étude que les plus fortes concentrations en composés
phénoliques étaient obtenues pour les proportions en propolis les plus fortes et les pourcentages
d’éthanol les plus faibles ; mais que la plus forte concentration en flavonoides était obtenue par le

pourcentage d’éthanol le plus élevé.

2.3. Durée et température d’extraction

Les durées et les températures d’extraction sont assez variables. Pour les extraits alcooliques et

hydroalcooliques, cela peut aller de 15 min & l'aide d’'un extracteur® jusqu’a 7-10 jours pour de

10,22,27

longues macérations a température ambiante. Mais les durées d’extraction sont souvent de

"33 3 3 fois 1 heure et demi®', puis de 3 fois 5

Iordre de I'heure : de 1 heure®, 3 fois 1 heure
heures®® ou 6 heures®, le plus souvent & température ambiante mais aussi jusqu'a 60°C lors, par
exemple, des extractions successives avec les solvants de polarité croissante?®. Ces extractions

peuvent aussi durer plus longtemps, c'est-a-dire de I'ordre de la journée : de 24 heures le plus
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26,37,40 32,44,45

souvent a température ambiante a 2 ou 3 fois 24 heures en passant par 3-4 jours en
continu®**2. En ce qui concerne les extractions aqueuses, cela dure en général 3 heures & 80’ ou

100°C**.

2.4. Traitement

Le traitement le plus fréquemment employé est la filtration sur papier suivie par une

7,11,30

évaporation a sec (a I'’évaporateur rotatif sous pression réduite) mais ces deux opérations sont

parfois précédées d’un refroidissement (a -18°C au congélateur) afin d’éliminer les cires®®**,

24,28,41

Parfois, la centrifugation remplace ou précéde la filtration et dans les cas des extractions

aqueuses, les échantillons sont souvent lyophilisés®2¢4¢,

2.5. Conservation

Avant extraction, la propolis est généralement conservée au congélateur (-18°C) avant d’étre

282938 o simplement conservée a température ambiante & I'obscurité®®. Aprés extraction,

pulvérisée
les échantillons sont conservés secs, soit & température ambiante et & I'abri de la lumiére?’, soit au
réfrigérateur (4°C)%***?® ou soit encore au congélateur (-20°C)"". Les extraits sont parfois conservés

a I'état liquide, aprés traitement, en attendant d’étre analysés®.

3. Techniques d’analyse et de caractérisation

3.1. Dosages spectrophotométriques

L'augmentation de I'utilisation des préparations a base de propolis dans le domaine médical,
notamment, nécessite le développement de techniques d’analyses permettant la détermination
quantitative des constituants actifs. Ainsi, les dosages spectrophotométriques, simples et rapides a
mettre en ceuvre, sont spécialement adaptés pour le contréle de routine de la propolis. lls concernent
les polyphénols totaux et les flavonoides totaux*’ ou encore les deux classes de flavonoides
suivantes : les flavones/flavonols et les flavanones/dihydroflavonols*®. En effet, Popova et al.* ont
démontré que la quantification globale des familles de composés ayant des structures chimiques
proches corrélait mieux avec les activités biologiques observées. Elle fournit ainsi plus d’informations
que la quantification individuelle de composés. Ces méthodes sont, de plus, simples a mettre en

place, offrent une bonne répétabilité et présentent une précision acceptable.

3.1.1. Dosages des polyphénols totaux

La méthode la plus couramment utilisée pour la détermination du taux de polyphénols totaux
est celle de Folin-Ciocalteu**’. Trés brigvement, la solution & tester, de I'eau distillée, du réactif de
Folin-Ciocalteu et une solution aqueuse de carbonate de sodium sont mélangés. Apres un temps

24,25

d’incubation, I'absorbance est mesurée a 760 nm<"<. La droite d’étalonnage est généralement
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8,23,27

réalisée avec un standard comme l'acide gallique mais peut également I'étre avec le phénol*,

lacide caféique®®, la pinocembrine’ ou encore le mélange pinocembrine/galangine dans les

proportions 2:12°4.

Des taux de polyphénols totaux compris entre 200 et 300 milligrammes
d’équivalent d’acide gallique par gramme (mg GAE/g) ont été décrits pour des extraits éthanoliques
de propolis de type peuplier®'. Pour ceux de la propolis verte du Brésil, les taux de polyphénols sont
plutdt compris entre 6.4 et 15.2% (m/m)*. Malgré la sensibilité et la simplicité de la méthode, elle
n'est cependant pas strictement spécifique des polyphénols. En effet, le réactif de Folin-Ciocalteu
évalue la capacité réductrice totale de I'’échantillon, et pas seulement celle des polyphénols. Il peut
réagir également avec des protéines et composés aminés, des sucres réducteurs ou encore l'acide

ascorbique®***

. Il est donc important de savoir globalement quelles sont les classes de molécules
présentes dans I'échantillon a analyser pour une bonne estimation des polyphénols totaux par cette

méthode.

3.1.2. Dosage des flavonoides

Alors que la méthode de Folin-Ciocalteu est communément acceptée pour la détermination du
taux de polyphénols totaux, il n’y a pas de méthode unique en ce qui concerne le dosage des
flavonoides totaux et plusieurs méthodes sont proposées. Woisky et Salatino ont décrit une méthode
dans laquelle le chlorure d’aluminium (AICI;) formait des complexes jaunes avec les flavonoides en
mesurant I'absorbance & 420 nm et en utilisant la quercétine comme standard*’. Cependant, tous les
flavonoides ne réagissant pas de la méme fagon avec AlCl;, cette méthode semble peu adaptée a
I'évaluation du taux de flavonoides totaux®. Cette méthode a ensuite été modifiée, et seuls les
flavones et les flavonols étaient évalués par complexation avec AICl; alors que la 2,4-
dinitrophénylhydrazine (DNP) était utilisée pour estimer les flavanones (et dihydroflavonols)®®®’. Ces
méthodes sont rapides, peu chéres et ne requiérent pas lutilisation de nombreux standards
analytiques, elles sont de ce fait largement utilisées dans la détermination des taux de flavonoides

dans les fruits, légumes, céréales et plantes médicinales.

a) Dosage des flavones/ flavonols

La solution a tester, du méthanol ou éthanol 80%, une solution de chlorure d’aluminium et une

solution d’acétate de potassium sont mélangés. Apres 30 minutes d’incubation, I'absorbance est

8,28,56 25,38,45

mesurée a 415 nm ou 425 nm . Le standard utilisé pour I'établissement de la droite

6,24,27

d’étalonnage est généralement la quercétine , mais cela peut également étre le rutoside

(quercétine glycosylée)®, la galangine®® ou encore un mélange de divers composés®.

b) Dosage des flavanones/ dihydroflavonols

La solution a tester et une solution méthanolique acide de DNP sont chauffées a 50°C pendant

50 minutes. Apreés refroidissement, le mélange est dilué par une solution méthanolique d’hydroxyde
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25,45 23,56

de potassium. L'absorbance est mesurée a 485 nm ou 495 nm

25,38,45

Pour ce dosage,

23,56

pinocembrine et naringénine sont le plus souvent utilisées comme standards pour la

construction de la droite d’étalonnage.

Les taux de flavones/flavonols et de flavanones/dihydroflavonols obtenus selon les deux

méthodes décrites peuvent s’additionner afin d'estimer le taux de flavonoides totaux®®*’.

3.2. Techniques séparatives

3.2.1. Techniques de chromatographie
Plusieurs techniques chromatographiques sont utilisées pour I'analyse et lisolement des
composés contenus dans la propolis. Elles peuvent étre couplées a un détecteur UV, le plus souvent

de type barrette de diodes (DAD), mais également a un spectrométre de masse.

a) Chromatographie sur colonne

La chromatographie sur colonne ouverte (CC) a été utilisée, par exemple, il y a quelques années
pour isoler des acides diterpéniques d’une propolis brésilienne® et, plus récemment, pour isoler des
triterpénes, isoflavones, benzophénones et composés phénoliques contenus dans la propolis rouge du

Brésil®®

. Cela permet ainsi d’obtenir, a partir de la matrice complexe qu’est la propolis, des fractions
contenant un nombre réduit de composés et de pouvoir relier ces derniers a des activités biologiques

selon le procédé de fractionnement bioguidé®’.

b) Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) est généralement utilisée pour comparer plusieurs

881 " Certaines

échantillons de propolis, ou différents extraits ou fractions d’'une méme propolis
activités biologiques telles que les activités antifongiques et antibactériennes peuvent étre
directement déterminées sur des plaques CCM'" les composés responsables de ces activités
pouvant étre purifiés par CCM préparative et identifiés par d’autres moyens. Cependant, I'utilisation
de la CCM pour la caractérisation de la propolis est assez limitée, puisque le nombre de constituants

est souvent élevé, et les standards commerciaux, pas toujours disponibles®.

c) Chromatographie gazeuse

La chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) est une technique
particulierement adaptée a 'analyse des huiles essentielles ou composés volatils contenus dans la
propolis. Par exemple, Pino et al.®? ont identifié¢ prés de 100 composés volatils dans une propolis

provenant du Yucatan au Mexique. Mais la plupart du temps, pour pouvoir analyser les composés plus
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polaires que I'on retrouve dans les extraits alcooliques, il est nécessaire de les dériver avec du
bis(triméthylsilyl)trifluoracétamide (BSTFA)®“2** afin de rendre ces composés, que I'on retrouve
alors sous forme de composés mono, di et tri-triméthylsilylés, plus volatils ; les banques de spectres

GC/MS disponibles facilitent alors I'identification des produits*®.

d) Chromatographie liquide haute performance

Les extraits de propolis étant trés souvent solubles dans le méthanol, I'éthanol ou dans les
solutions hydro-alcooliques, la chromatographie liquide haute performance (HPLC ou CLHP) en phase
inverse est devenue la méthode chromatographique la plus utilisée pour I'analyse de la propolis,
comme le montrent les nombreuses publications dans le domaine. En effet, les composés phénoliques
absorbant dans I'UV peuvent facilement &tre détectés par un détecteur & barrettes de diodes®*®*
afin d’obtenir leurs profils d'absorption. L'HPLC est également souvent couplée a la spectrométrie de
masse (LC/MS"), le mode d’ionisation le plus répandu étant I'ionisation électrospray (ESI)?*322¢. Ainsi,
Midorikawa et al. ont proposé une méthode de LC/MS adaptée a la propolis brésilienne leur
permettant d’identifier 41 composés (acides dicaféoylquiniques, diterpenes, flavonoides et composés
phénoliques prénylés)*® tandis que Pelatti et al. se sont intéressés a I'analyse d’une propolis italienne

(type peuplier) en identifiant 40 composés (flavonoides, acides et esters phénoliques)®®.

3.2.2. Autre technique employée

L'électrophorése capillaire de zone (CZE) est basée sur les différences de mobilité des composés
en fonction de leur charge et de leur taille. Ainsi, Volpi a pu séparer 12 flavonoides, deux acides
phénoliques et un stilbéne par cette technique®. Cependant, I'électrophorése capillaire reste encore
trés peu utilisée par rapport aux autres techniques'’. En effet, comme les flavonoides sont
légérement acides, leur séparation nécessite I'utilisation d’'un tampon basique (pH>10) pour étre
réellement efficace®®. Et certains flavonoides, tels que la quercétine ou la myricétine, ont tendance &
se décomposer dans de tels milieux basiques®. La chromatographie électrocinétique micellaire
(MEKC), utilisant des tensioactifs comme le dodécyl sulfate de sodium dans le tampon, peut alors étre
une alternative pour la séparation de composés neutres et notamment de flavonoides contenus dans

des miels par exemple®.

3.3. Techniques d’identification

3.3.1. Spectrométrie de masse en injection directe

La spectrométrie de masse en injection directe (ou infusion) peut étre utilisée comme méthode
rapide de screening, capable de caractériser des échantillons de propolis de différentes origines
géographiques (et donc de compositions différentes). La majorité des composés d’intérét contiennent

des groupements phénoliques, c’est donc l'ionisation électrospray en mode négatif [ESI(-)-MS] qui
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donne les meilleures réponses, comme le montrent Sawaya et al. dans leur étude de plusieurs
propolis issues de différentes régions du monde®’. Dans cette étude, des différences entre une
propolis verte du Sud-Est, une propolis marron du Sud et deux types de propolis rouge collectées au
Nord-Est du Brésil, par exemple, ont été relevées dans les profils ESI(-)-MS de chaque échantillon.
Cette technique peut également servir a comparer différents extraits ou fractions d’'une méme

propolis®'®

. La spectrométrie de masse en infusion est aussi utilisée pour déterminer la masse
moléculaire d’'un composé purifié notamment gréace a la haute résolution (HRESIMS dans le cas de
I'ionisation électrospray). Une autre source d’ionisation a également été utilisée par Pietta et al.,
I'ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI), pour comparer également plusieurs

échantillons de propolis®.

3.3.2. Résonance magnétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique non destructrice capable de donner
des informations sur la structure chimique des composés. Elle est généralement employée pour un
composé purifié afin d’obtenir sa structure précise a I'aide des spectres RMN 1D ('H et '3C) et 2D
(COSY, HMQC, HMBC, NOESY, etc.). Elle est indispensable dans le cas d’identification de composés

316970 pour la premiére fois, Bertelli et al. ont utilisé la RMN 'H pour identifier des

nouveaux
composés phénoliques et flavonoides contenus directement dans des extraits de propolis’' (ces
composés de références ayant tout de méme été analysés au préalable séparément par cette méme

technique).
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4. Diversité chimique et origine botanique de la propolis

Depuis une quarantaine d’années, la propolis a fait I'objet d’intenses études phytochimiques et
pharmacologiques, et de nombreuses analyses de propolis provenant de différentes origines
géographiques ont montré que la composition chimique, mais aussi les activités biologiques de la

propolis apparaissaient trés variables, voire totalement différentes’.

4.1. Variabilité de la propolis

Afin de mieux comprendre les causes de la variabilité de la composition de la propolis, il est
important de savoir comment elle est fabriquée et d’ou elle provient. Les abeilles vont collecter des
substances sécrétées par les plantes mais aussi celles exsudées lors de blessures de ces derniéres: il
s’'agit de matiéres lipophiles contenues dans les feuilles, les bourgeons, les gommes ou encore les
résines auxquelles elles ajoutent cires et sécrétion enzymatiques contenues dans leur salive. Ainsi la
composition de la propolis dépend-elle directement de la flore locale au niveau des sites de collecte et
donc des caractéristiques géographiques et climatiques de ces régions. Ceci engendre donc une réelle

diversité de composition chimique, tout spécialement dans les régions tropicales’.

4.2. Composition chimique et source végétale

Aujourd’hui, nous disposons de beaucoup d’informations sur la propolis provenant des zones
tempérées de chaque hémisphére (Europe, Amérique du nord, Asie non tropicale), dont il ressort que
la principale source de propolis dans ces régions est I'exsudat résineux des bourgeons de différents
peupliers : espece Populus section Aigeiros (Salicaceae), et principalement le peuplier noir (Populus
Nigra L.)? (Figure I-1). La propolis européenne contient ainsi les composés phénoliques typiques du
bourgeon de peuplier i.e. flavonoides aglycones [dont flavones et flavanones typiques avec un cycle B
sans substituant [pinocembrine, pinobanksine, galangine et chrysine (composé 1)], mais aussi des
acides et esters phénoliques (comme le caféate de phényléthyle (CAPE) (2)]7*"*. Les peupliers sont
tres courants dans les zones tempérées, mais absents des régions tropicales et subtropicales. Pour
cette raison, il semblerait que les abeilles doivent trouver une autre source de propolis afin de

n72 .

remplacer leur peuplier “adoré”’; les propolis des régions tropicales possédent donc des

compositions chimiques différentes de celle du type peuplier des zones tempérées.
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Figure I-1. Peuplier noir (Populus nigra)
(Source http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/da/Populus_nigra_Plantierensis1.jpg)

Dans les années 2000, la propolis du Brésil a suscité un grand intérét, tant au niveau
scientifique que commercial. La propolis verte en est le type le plus répandu, notamment dans le
Sud-Est du pays. La principale source de cette propolis s’est révélée étre la résine contenue dans les
feuilles et les bourgeons d’une plante endémique de cette région localement nommée "alecrim-do-
campo" (le romarin des champs) ou Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)”>’® (Figure 1-2). Les
principales familles chimiques rencontrées dans cette propolis sont les dérivés prénylés de I'acide p-

coumarique [comme l'artépilline C (3)]”" et les acides caféoylquiniques (4)"%.

Figure 1-2. "Alecrim-do-campo" ( Baccharis dracunculifolia)
(Source https://c2.staticflickr.com/8/7285/9215201399_9775d9e62d_m.jpg)

Des benzophénones prénylées [comme la némorosone (5)] ont quant a elles été retrouvées
dans des propolis du Vénézuela’, de Cuba®, de I'’Amazonie brésilienne® et du Nord-Est du Brésil®*®.
A Cuba et au Vénézuela, la principale source botanique est la résine provenant des exsudats de fleurs

79,83
(

de Clusia (Clusia rosea) Figure I-3) de la famille des Clusiaceae. Il s’agit probablement du méme
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type de plante au Brésil car plusieurs espéces de Clusia brésiliennes produisent des résines contenant

des benzophénones similaires®.

Figure 1-3. Fleur de Clusia ( Clusia rosea)

(Source http://waynesword.palomar.edu/images2/ ClusiaRoseaib.jpg)

Des géranylflavanones (comme le composé 6) ont été rencontrées dans des propolis provenant
de la région Pacifique, & Taiwan®® et Okinawa®®’. Plus récemment, des composés similaires ont été
retrouvés dans des propolis provenant d’Afrique, plus particuliérement en Egypte® et au Kenya®®. La
propolis d’'Okinawa provient de I'exsudat du fruit de Macaranga tanarius®” (Figure |-4) de la famille
des Euphorbiaceae, mais il existe plus de 280 espéces de Macaranga, de I'Ouest de I'Afrique

jusqu’aux iles du Pacifique Sud®, dont certaines produisent des dérivés géranylés. 1l n’est donc pas

anormal que des propolis d’Afrique, du Japon et de Taiwan présentent des compositions similaires.

=

Figure 1-4. Macaranga tanarius
(Source https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q= tbn: ANd9GcQGdBk1_yNI40C23r9_siwgSikp1gcd_IOIH3_Seh-
2K25¢cxy02)
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Des propolis provenant des régions Est de la méditerranée, telles que la Gréce, Chypre, la Créte
et la Turquie peuvent principalement contenir soit des diterpénes [comme I'acide isocupressique (7)]
soit des anthraquinones [comme le chrysophanol (8)]***°. Alors que la source diterpénique semble
correspondre a différentes Cupressaceae (Figure [-5), trés cultivées dans cette région et de
composition distincte des Pinaceae”, aucune suggestion n’a encore été proposée concernant la

source botanique des anthraquinones.

Figure I-5. Exemple de Cupressaceae

(ici Chamaecyparis lawsoniana, source http://www.plantes-shopping.fr/medias/boutique/chamaecyparis-lawsoniana-

pottenii/datails-feuillage.jpg)

Ainsi, Salatino et al. ont répertorié cinq grands types de propolis (I-V) en fonction de leurs

composition chimique et localisation géographique® (Figure 1-6).
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Figure 1-6. Distribution géographique des cing types de propolis. | : type propolis de peuplier des
zones tempérées contenant des flavonoides (chrysine, 1) et des esters hydroxycinnamiques
[caféate de phényléthyle (CAPE), 2]. Il : type propolis verte du Brésil avec des dérivés prénylés
d’acides p-coumariques (artépilline C, 3) et des acides caféoylquiniques (4). 111 : propolis type
Clusia avec des benzophénones polyprénylées (némorosone, 5). 1V : propolis type Macaranga avec
des flavonoides géranylés (6). V : propolis type méditerranéen (Grece, Chypre, Créte, Turquie) avec
soit des diterpénes (acide isocupressique, 7) soit des anthraquinones (chrysophanol, 8). [d'aprés

Salatino et al., 2011°]

Le tableau I-1 rassemble I'étude des différentes propolis entreprises a ce jour par rapport a
leurs composés majoritaires et leurs probables sources végétales. On remarquera que ce tableau
présente des familles chimiques absentes de la classification proposée par Salatino et al. (2011).
C'est le cas des lignanes, phénylpropanoides notamment trés répandus chez certaines plantes
alimentaires (céréales, fruits, légumes et légumineuses)®. On retrouve ces lignanes dans des propolis

provenant du Chili, des Iles Canaries ou encore du Kenya.
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Tableau I-1. Exemples de types de propolis avec leur origine botanique et leur composition chimique
(adapté de Salatino et al., 2011°)

esters de glycérols et d'acides cinnamiques

Région géographique | Type de Source végétale Composés chimiques majoritaires Réf
propolis possible
et/ou
couleur
Zones tempérées Type | Populus section Flavonoides avec cycle B non-substitué, 2
Aigeiros esters caféiques
Amérique du Sud
Brésil, Sud - Araucaria spp. Diterpenes 58
Brésil, centre et Sud-Est  Type verte Il Baccharis acides hydrocinnamiques prénylés, acides 75,76,78
dracunculifolia caféoylquiniques, diterpénes
Brésil, Nord-Est Rouge Dalbergia Isoflavonoides, néoflavonoides, lignanes, 59,93,94
ecastophyllum, Clusia  benzophénones polyprénylées
spp. (?%)
Brésil, Nord-Est Type Il Clusia spp. Benzophénones polyprénylées 82
Brésil, Amazonie Type Il Clusia spp. Benzophénones polyprénylées, 81
triterpénoides
Argentine, Tucuman - Zuccagna punctana Flavonoides avec cycle B non-substitué, 8- 32
méthoxyflavanones, chalcones
Chili - - Lignanes 95
Cuba Rouge Légumineuse Isoflavonoides 83
Cuba Jaune inconnue Flavonoides polyméthoxylés, triterpénoides 80
Cuba Type Il Clusia spp. Benzophénones polyisoprénylées 80,33
(marron)
Vénézuela Type Il Clusia spp. Benzophénones polyisoprénylées 79
Colombie - Coniferes(?) Diterpenes (labdanes) 96
Amérique centrale
et du Nord
Salvador - Coniferes(?) Labdanes glycosylés, chalcones 97
Mexique Type | Populus spp. Flavonoides avec cycle B non-substitué, 31
esters hydroxycinnamiques
Canada Type | Populus spp. Flavonoides avec cycle B non-substitué, 98
esters hydroxycinnamiques et p-
hydroxyacétophénone
Etats-Unis - - Flavonoides 99
Afrique
lles Canaries - - Lignanes 100
Kenya Type IV Macaranga spp. Lignanes, géranylstilbénes, 69
géranylflavonoides
Egypte Type IV Macaranga spp. Géranylflavanones 88
Europe
Méditerranée (Bulgarie, Typel Populus section Flavonoides avec cycle B non-substitué, 101
Gréce, Algérie, Turquie) aigeiros esters caféiques et féruliques
Méditerranée (autour Type V Cupressus Diterpenes 4,102
Sicile) sempervirens
Turquie Types l etV Populus alba, P. Flavonoides avec cycle B non-substitué, 90
(?) tremuloides, Salix alba = vanilline, bisabolol, chrysophanol
(anthraquinone)
Gréce, Chypre, Créte Types l etV Populus spp., Flavonoides avec cycle B non-substitué, 42,91
(?) Cupressaceae diterpénes, anthraquinones
Pays Bas Type | Populus spp., Flavonoides avec cycle B non-substitué, 103
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Tableau I-1. (suite)
Région géographique | propolis Source végétale Composés chimiques majoritaires Réf
type et/ou | possible
couleur
Asie
Jordanie - - Triterpénes (lanostanes) 104
Oman - Azadiracta indica, Flavanones prénylés, triterpénes, chalcones 105
Mangifera indica,
Acacia spp.
Népal - Légumineuse Isoflavones, néoflavonoides, 106-108
dihydroflavonols, flavanols
Birmanie - inconnue Triterpénes (cycloartanes), flavanones 109
prénylées
Thailande - Styrax spp. Flavonoides avec cycle B non-substitué, 70
esters caféiques et féruliques
Indonésie (Java) Type IV (?) Macaranga tanarius,  Flavanones prénylés, triterpénes 110
Mangifera indica (cycloartanes), résorcinols
Taiwan Type Il Macaranga spp. Géranylflavanones 85
Chine Type | Populus spp. Flavonoides avec cycle B non-substitué 111
Corée Type | Populus spp. Flavonoides avec cycle B non-substitué, 112
esters caféiques
Corée (ile de Jeju) - inconnue Chalcones 113
Japon (région d'Akita) Type | Populus spp. Esters caféiques 114
Japon, Okinawa Type IV Macaranga tanarius Prényl et géranylflavanones 86,87,115
Russie - Bouleau (Betula Flavonoides (différents du peuplier) 4,116
verrucosa)

* Des interrogations persistent encore

Les Légumineuses (famille des Fabaceae) sont également des sources de résines de propolis :
les isoflavonoides et néoflavonoides de la propolis rouge du Brésil proviennent de la résine de
Dalbergia ecastophyllum®® alors que ceux de la propolis népalaise semblent provenir de Dalbergia

sis00'%%1%7,

La composition de la propolis rouge de Cuba laisse supposer que des légumineuses
puissent en étre la source. La propolis provenant de Tucuman, en Argentine, contient des
méthoxyflavanones, des chalcones et des flavonoides dont le cycle B est non-substitué, plutét
caractéristiques du type peuplier, mais cette propolis semble cependant étre issue de la [égumineuse
Zuccagnia punctana®. Les propolis provenant de Birmanie et de I'le de Java (Indonésie) contiennent
des triterpénoides de type cycloartanes et des flavanones prénylées qui proviennent probablement de
Macaranga tanarius et Mangifera indica'®. Les diterpénes sont fréquemment rencontrés dans la
propolis et ceux contenus dans la propolis grecque semblent provenir de Cupressaceae® ; mais
d’autres coniféres, comme certaines espéces d’'Araucaria, représenteraient une source possible de

18 alors que, dans le centre et le Sud-Est'"’ les mémes composés

diterpénes dans le Sud du Brési
auraient pour source Baccharis dracunculifolia. Les origines botaniques de certaines substances
comme les anthraquinones des propolis grecque et turque, celles contenues dans la propolis jaune de

Cuba ou encore les chalcones de I'ile de Jeju, au Japon, restent encore inconnues. Il faut préciser que
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I'identification d'une source végétale peut s'avérer difficile, puisqu'’il y a souvent plus d’une origine
possible pour une seule propolis. C'est le cas pour les propolis provenant de Gréce et des iles voisines
(comme Chypre ou la Créte) : beaucoup d’échantillons contiennent des flavonoides de type peuplier,
accompagnés d'anthraquinones ou d’autres substances dont I'origine botanique est inconnue*’. De
méme, en plus des substances provenant de Dalbergia ecastophyllum, la propolis rouge du Brésil

contient des benzophénones prénylées typique des Clusiaceae®®.

C'est la raison pour laquelle, en dépit des nombreuses études menées de par le monde depuis
une quarantaine d’années, de nouvelles molécules sont régulierement identifiées de nos jours dans
des propolis de diverses origines géographiques. Ainsi, de nouveaux flavonoides avec un cycle B non-
substitué, caractéristiques des espéces de Populus section Aigeiros, ont été caractérisés récemment :
c'est le cas de la pinobanksine-3-(2-méthyl)butyrate (9) et de la 6-cinnamylchrysine (10) provenant
d’une propolis chinoise''' ou encore celui d'un dérivé phénylallylique de la galangine (11) provenant

d’une propolis mexicaine®' (Figure I-7) .

HO

9 10 11
Figure 1-7. Nouveaux flavonoides de la propolis de type peuplier (Type I)

De nouvelles substances ont également été identifiées dans la propolis verte du Brésil. Elles
sont structuralement apparentées a I'artépilline C (3) : il s’agit d’un ester d’artépilline C (12)"8, d’un
"dimére" hétérocyclique comprenant deux motifs d'artépilline C (13)'"® et d’un chromane présentant

également le squelette carboné de 3 (14)""° (Figure I-8).

HO e

O
OH = o OH
|
H
13
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Figure 1-8. Nouveaux dérivés de I’artépilline C isolés de la propolis verte du Brésil (Type I1)
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C'est aussi le cas de nouvelles benzophénones polyprénylées proches de la némorosone (5), la

18-éthyloxy-17-hydroxy-17,18-dihydroscrobiculatone (15, propolis vénézuélienne')

D (16, propolis cubaine®) (Figure 1-9).

Figure 1-9. Nouvelles benzophénones polyprénylées isolées de propolis tropicale (Type I11)

et la propolone

De nouvelles flavanones contenant des groupements géranyles ont été identifiées dans des

propolis de type 1V, issues de différentes espéces de Macaranga. |l s’agit par exemple du nymphaeol

C (17) et du nymphaeol A (18) provenant de la propolis d’Okinawa au Japon®. Un autre composé a

également été caractérisé, il s'agit d’un stilbéne géranylé, la schweinfurthine A (19), provenant d'une

propolis kenyane® (Figure 1-10).
OH OH

A X OH OH
HO O o HO O o

17 18

Figure 1-10. Flavanones (17-18) et stilbéne géranylés (19) des propolis de type IV
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Enfin, de nouveaux néoflavonoides ont été identifiés récemment, dont deux a chaine ouverte
provenant de la propolis népalaise (20)'°® ou encore de la propolis rouge du Brésil (21)'?'. A cbté de

ces néoflavonoides, de nouveaux isoflavonoides tels le composé 22 provenant de la propolis du

Népal'® et le (6aS,11aS)-6a-éthoxymédicarpane (23) de la propolis rouge du Brésil'®' ont été
identifiés (Figure I-11).
MeQ
HO
HO o J;/
o @
Oowme O O ome
22 23
106,108,121

Figure I-11. Néoflavonoides et isoflavonoides provenant de propolis népalaise et brésilienne

La propolis recéle donc une trés grande diversité de composés chimiques, ce qui entraine par le
fait, des propriétés pharmacologiques différentes. Dans I'optique d’une valorisation biologique du
produit, il sera donc nécessaire de caractériser et classer voire standardiser la composition de chaque

type de propolis utilisée'.

4.3. Vers une standardisation ?

Est-il possible de standardiser une matiére de composition aussi variable que la propolis ? De
fagon évidente, une standardisation universelle, globale, de “LA” propolis est impossible en raison de
la diversité chimique de la propolis observée dans les diverses zones géographiques. Par contre,
certains auteurs tels que Bankova'® proposent une standardisation associée & chaque type de
propolis, et notamment a celui de type peuplier (type européen) qui est de trés loin le matériau le
plus étudié, tant au niveau phytochimique que pharmacologique. |l apparait alors indispensable que
les utilisateurs de propolis (producteurs et transformateurs) disposent d'une méthodologie simple de
profilage du produit. En se basant sur des connaissances chemotaxonomiques antérieures’®, Bankova
et al. ont ainsi développé une méthode simple d'identification par CCM, en utilisant comme
marqueurs sept composés phénoliques caractéristiques des bourgeons de peuplier (pinostrobine,
pinocembrine, férulate de benzyle, galangine, chrysine, CAPE et kaempférol). Cette méthode permet

trés clairement de différencier les propolis de type peuplier des autres®®. Une fois la propolis identifiée
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comme étant de type peuplier, il est nécessaire de quantifier les différents principes actifs présentant
diverses activités biologiques. Il a cependant été montré, dans le cas des propolis, qu'une activité
donnée était difficilement attribuable & un seul composé'. Il est donc préférable de quantifier des
familles de composés présentant des structures chimiques, et donc des bio-activités, proches. Ainsi,
la composition chimique d’une propolis de type peuplier est caractérisée, comme on Il'a dit
précédemment, par trois paramétres : les taux de polyphénols totaux, de flavones/flavonols et de
flavanones/dihydroflavonols. Des procédures spectrophotométriques, rapides et bon marché, ont
donc été mises en place permettant la quantification de ces trois groupes de composés. Le taux de
polyphénols totaux est déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu, celui des flavones/flavonols par
la méthode de complexation avec le chlorure d'aluminium, et celui des flavanones/dihydroflavonols
par la méthode avec la DNP*. Une fois ces méthodes validées, Popova et al. ont réalisé une étude
statistique sur 114 propolis provenant de différentes régions d’Europe et du Moyen-Orient. Cette
étude a permis I'établissement d'un profil type pour les propolis de type peuplier, avec des valeurs
minimum de 45% de rendement en extrait alcoolique, 21% de polyphénols totaux, 4% de
flavones/flavonols et 4% de flavanones/dihydroflavonols, et une valeur maximum de concentration
minimale d’inhibition (CMI) contre Staphylococcus aureus de 250 pg/ml. Une corrélation négative
significative a été démontrée entre le taux de polyphénols totaux et la CMI a I'égard de S. aureus,
montrant ainsi que le choix de ces criteres était judicieux. Bien entendu, ces méthodes de
caractérisation et d’évaluation de la qualité de ce matériau sont valables pour la propolis de type
peuplier, et ne peuvent étre appliquées a d’autres types tels que la propolis verte du Brésil ou la
propolis rouge de Cuba par exemple'®. Des études restent alors & étre menées afin de standardiser

également les autres types de propolis.

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis OO | og



Chapitre | : Etude bibliographique

5. Activités biologiques associées a la propolis

De nombreuses activités biologiques sont attribuées a la propolis, nous allons nous intéresser a

celles qui ont fait I'objet de plusieurs d’études scientifiques (liste non exhaustive).

5.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante d’'un composé ou d’un extrait correspond a sa capacité a diminuer ou a
empécher les réactions d’oxydation. Les antioxydants naturels les plus connus sont le B-caroténe
(provitamine A), I'acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés
(poly)phénoliques en général'®*. Plusieurs études ont montré que I'activité antioxydante de la propolis
était positivement corrélée avec sa teneur en polyphénols®®*>'%  Ainsi, la propolis de type peuplier
des zones tempérées, plus riche en polyphénols, posséde un potentiel antioxydant supérieur a celui
de la propolis verte du Brésil, par exemple®. Les composés phénoliques responsables de cette
activité sont principalement le caféate de phényléthyle (CAPE), le kaempférol mais aussi les acides

24,51,112

cinnamiques : caféique, p-coumarique et férulique . Plusieurs méthodes sont utilisées pour

évaluer in vitro l'activité antioxydante de la propolis : par piégeage de radicaux différents, comme les

23,24,33,45

radicaux libres DPPH° (diphénylpicrylhydrazyle) , les ions ferriques par la méthode FRAP

(Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter)®?®*"#? |es radicaux ABTS® (sel d’'ammonium de I'acide

23,24,112

2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) , les peroxydes ROOQO° par les méthodes

ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)'?®'?” et superoxides 0, ®'?. Le pouvoir antioxydant de
la propolis peut également étre évalué par électrochimie, au moyen de la voltammétrie cyclique®®’,
en comparant le profil du voltammogramme de la propolis, et notamment la vague d’oxydation
irréversible caractéristique des antioxydants, par rapport a un standard, généralement l'acide

ascorbique et/ou I'acide gallique.

5.2.  Activité antifongique

La propolis montre une activité antifongique dirigée contre de nombreuses levures : plusieurs
espéces de Candida®'®"?, de Saccharomyces et de Cryptococcus®. Elle est également efficace contre

32,130 et de

des champignons filamenteux comme certaines espéces d’Aspergi//u335’122, de Microsporum
Trichophyton (dermatophytes)''32, Une étude menée par Murad et al. a montré un effet coopératif
de la propolis pour lutter contre une souche mycosique d’Amérique du Sud (Paracoccidoides
brasiliensis) en stimulant I'activité fongicide des macrophages'®. Les flavonoides ainsi que les esters

phénoliques (caféates et férulates) semblent &tre responsables de cette activité'.
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5.3. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de la propolis et de ses constituants est I'une des propriétés les plus
largement étudiées. Cette activité a large spectre a été démontrée sur des bactéries Gram positif et
Gram négatif (de type anaérobie et aérobie) mais avec cependant une plus grande efficacité sur les

souches Gram(+). Parmi les bactéries dont la croissance est inhibée, on retrouve principalement des

)135

Staphylococcus (le plus généralement aureus)'®'®, des Streptococcus (mutans et sanguinis)'*® et des

136 137
) )

bacillus (subtilis pour les Gram(+) et des Pseudomonas (aeruginosa)”’, des Listeria

139,140

(monocytogenes)'®, Escherichia Coli**®°, Porphyromonas gingivalis®' et Helicobacter pylori pour

les Gram(-), autant de souches impliquées dans les troubles des sphéres otorhinopharingées, gastro-

12,90,141

intestinaux, génitaux ou buccaux . Certaines études ont montré que des souches résistantes

11,60

aux antibiotiques étaient sensibles a la propolis''". Il a également été montré que la propolis,

lorsqu’elle est prise en association avec certains antibiotiques (comme I'amoxicilline, I'ampicilline, la

gentamycine, le chloramphénicol, etc.), augmente I'efficacité de ces derniers'**"*,

5.4. Activité antivirale

Des études ont montré que la propolis et ses constituants étaient efficaces contre de nombreux
virus : myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus et adénovirus''*. Ainsi, la propolis et certains
de ses constituants (apigénine, chrysine) possédent un effet prophylactique contre le virus de la
grippe, en atténuant les symptédmes a travers une action antineuraminidase'*®. La propolis de type
peuplier, et notamment I'un de ses composés majoritaires, le CAPE, possedent un effet anti-VIH

(comme agent anti-intégrase du virus)'’

et un effet additif avec I'azidothymidine (AZT) , aussi connu
sous le nom de zidovudine (ZDV), qui est un inhibiteur de la transcriptase inverse'®. Les extraits
aqueux et alcooliques de propolis ont également une action antivirale contre I’herpés génital (herpés

simplex virus de types 1 et 2)'®™,

5.5. Activité anti-inflammatoire

La propolis posséde un effet anti-inflammatoire significatif sur différents modéles in vivo
d’arthrite, d’cedéme de la patte ou d’inflammation chronique ou aigiie™. Plusieurs mécanismes
d’actions ont été proposés : inhibition de I'activation de certaines molécules du systéeme immunitaire
(IL-6) et inhibition de certaines enzymes impliquées dans la voie métabolique de I'inflammation
(cyclo-oxygénase, lipo-oxygénase, myéloperoxidase, NADPH-oxydase, ornithine décarboxylase). Le
CAPE s’est révélé étre le composé possédant le plus fort effet inhibiteur sur l'activité des cyclo-

oxygénases COX-1 et COX-2, évalué par la production de prostaglandines pro-inflammatoires’”.

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis @ 30



Chapitre | : Etude bibliographique

5.6. Activité immunomodulatrice

La propolis possede une action immunomodulatrice in vitro et in vivo sur 'ensemble des cellules

immunitaires impliquées dans la réponse innée ou acquise'"'™".

Elle stimule le pouvoir de
présentation des macrophages, I'activité lytique des macrophages et des “natural killers” contre les
cellules tumorales. Elle augmente la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8),
renforce la coopération entre les lymphocytes CD4 et CD8 et stimule la production d’anticorps par les

152,153

plasmocytes . Il a également été montré que la propolis exergait une activité antiallergique,

notamment grace a la chrysine et au kaempférol, identifiés comme étant les composés les plus

antiallergiques contenus dans les extraits alcooliques de propolis'

. Un essai clinique réalisé par
Khayyal et al. a montré que la prise orale quotidienne de propolis pendant deux mois avait réduit le
nombre et la sévérité des crises nocturnes et avait amélioré les fonctions ventilatoires chez les
patients souffrants d’asthme’®. En paralléle, ces mémes auteurs ont constaté une diminution des
prostaglandines, des leucotriénes et des cytokines pro-inflammatoires ainsi qu’'une augmentation des

cytokines anti-inflammatoires.

5.7. Activité antitumorale

De trés nombreuses études in vitro et in vivo ont été réalisées sur 'activité antitumorale de la
propolis et de ses principaux constituants'®'*®. Les résultats montrent un effet antiprolifératif vis-a-
vis d’'un trés grand nombre de lignées tumorales (sang, peau, cblon, sein, poumon, pancréas, foie,

rein, prostate, cerveau)'’

. Par exemple, Li et al. ont montré I'effet cytotoxique d'une propolis
mexicaine (région de Sonora) contre six lignées de cellules cancéreuses: 26-L5 (carcinome du
colon), B16-BL6 (mélanome murin), LLC (carcinome pulmonaire de Lewis), A549 (adénocarcinome
pulmonaire humain), Hela (adénocarcinome humain du col de l'utérus) et HT-1080 (fibrosarcome
humain)®'. Szliszka et al. ont montré, quant & eux, le role important de la propolis verte du brésil et
de ses constituants biologiqguement actifs dans la chémoprévention du cancer de la prostate par le
biais de 'augmentation de I'apoptose induite par la cytokine TRAIL (tumor necrosis factor-related

apoptosis-inducing ligand)®

. Valente et al. ont prouvé que la propolis portugaise avait un effet
anticancéreux contre les carcinomes rénaux humains (RCC), et qu’elle pouvait, par ailleurs, a de trés
faibles concentrations, réduire ou inhiber la peroxydation lipidique et I'hémolyse induite par les
peroxydes'®. Parmi les constituants de la propolis responsables de l'activité anticancéreuse, on
retrouve les flavonoides tels que la chrysine, des dérivés de galangine et de catéchine®"**'® des
terpénes tels que des triterpénes de type cycloartane'®®, diterpénes contenus dans la propolis

grecque'® ou encore le CAPE (caféate de phényléthyle) 62",
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5.8. Autres activités

On attribue également & la propolis un effet régénérateur de tissus'’. Une étude réalisée par
Ozturk et al. a montré que la propolis facilitait la cicatrisation des plaies de la cornée épithéliale de

170

rats'’®. La propolis verte du Brésil aurait également des propriétés anti-ulcérantes'’’, tout comme

72 Des études in vitro et in vivo

Baccharis dracunculifolia, la source végétale de cette propolis
menées par Pontin et al. ont montré que la propolis verte du brésil possédait également une activité

antileishmanienne'”.

5.9. Effets indésirables — toxicité

La toxicité de la propolis est trés faible. Chez le rat, la DLs, (dose létale médiane) d’un extrait
concentré de propolis a été évalué a 15 g/kg"'"". L'AFSSA (saisine 2007-SA-0231) rapporte que la
dose la plus élevée sans effets indésirables (NAOEL) est de 1.4 g/kg chez I'animal et qu’une
supplémentation de 1.95 g/jour pendant 30 jours n’a pas entrainé d’effets indésirables chez
'homme'™®. Cependant, il peut exister des cas d’allergies de contacts (dermatose, eczéma) avec un

allergéne bien identifié : le caféate de prényle'>'"®.
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Chapitre |1 : Caractérisation chimique

1. Echantillon de propolis

Comme mentionné précédemment, la composition de la propolis est trés variable. Elle dépend
notamment de la flore environnante et du climat, donc de la zone de collecte. C'est pourquoi, afin
d'en faciliter la caractérisation chimique et de s’affranchir des variabilités inter-échantillons nous
avons décidé, dans un premier temps, de travailler selon une technique de "pooling" sur un mélange
de plusieurs lots, afin de créer un échantillon moyen, représentatif de la propolis produite par la

société Ballot-Flurin Apiculteurs (BFA), aujourd’hui Abeilles Santé.

1.1. Matiere premiere

L’échantillon de propolis utilisé pour cette étude est donc un mélange de propolis brutes (200 g)
fourni par I'entreprise BFA en novembre 2011. Ce mélange est constitué de 24 lots différents,
provenant de 15 départements frangais (figure Il-1), récoltés sur 2 années (2010 et 11), et

correspondant a I'état des stocks de I'entreprise en propolis brute a ce moment précis.
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Figure I1-1. Sites de collectes des lots de propolis (points noirs), localisation de I’entreprise BFA

(point rouge)
Macroscopiquement, ce mélange apparaissait trés hétérogéne puisque I'on y observait

différentes colorations (marron, rouge, noire, beige-verte) et textures (friable, cassable, molle, dure)
(Figure 11-2).
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Figure I1-2. Mélange de propolis (a) comprenant de la propolis marron (b), rouge (c), noire (d) et

beige-verte (e)

1.2. Préparation

1.2.1. Triage des impuretés
La premiere étape, aprés réception de la propolis brute, a donc été de la répartir sur une
surface propre, de retirer les impuretés visibles telles que les tiges de bois, ailes et corps d’abeille,

petits vers blancs secs, etc. (Figure I1-3).
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Figure I1-3. Impuretés présentes dans les 200 g de propolis regus

1.2.2. Cryobroyage
La seconde étape a consisté a broyer cette propolis triée dans un mortier aprés immersion dans
de l'azote liquide (le froid évitant a la propolis de s’agglomérer et de coller au pilon) jusqu’a obtention

d’une poudre grossiere (Figure I1-4).
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Figure I1-4. Avant (a) et aprés (b) cryobroyage

La propolis broyée est alors conditionnée dans des flacons ambrés et stockée au congélateur a -
18°C.

2. Extractions

Plusieurs extractions utilisant différents solvants ont été réalisées sur ce mélange de propolis
afin de comparer les rendements, profils chromatographiques et -par la suite- activités biologiques.
Ces essais préliminaires avaient pour but de déterminer les meilleures conditions pour I'extraction

"pilote" servant de support a cette étude.

2.1. Macérations alcooliques simples

Aprés étude bibliographique, les deux premiers choix de solvant se sont portés sur I'éthanol
70% (EO01) et sur le méthanol (E02). Dans le premier cas il s’agissait de réaliser une teinture-mere,
une solution hydro-alcoolique & 70% permettant I'extraction concomitante des composés solubles

12,23,38,40

dans l'alcool et dans I'eau . Dans le second cas, la composition chimique et les activités

biologiques de plusieurs propolis mexicaines ayant été déterminées a partir d’extraits méthanoliques,

8145 Parallélement, deux modes d’agitation furent

une comparaison directe pouvait étre envisagée
également évalués : I'agitation magnétique continue d'une part ou par ultrasons d'autre part. Le
tableau 11-1 montre les rendements d’extraction obtenus selon les deux modes d’agitation. lls sont

assez similaires pour les deux systémes de solvants.

Tableau I1-1. Rendement d’extraction par EtOH 70% et MeOH selon deux modes d’agitation :

agitation magnétique (AM) (5% de propolis, 3x24h) ou ultrasons (US) (5% de propolis, 3x2h)

Extraits Rendement (%)

Agitation magnétique (AM) Ultrasons (US)
EtOH 70% (EO1) 64.6 67.3
MeOH (E02) 66.4 67.6
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L'agitation par ultrason présentait I'inconvénient d'une rapide (quelques minutes) élévation de la
température de I'extrait. Cette technique a donc été abandonnée au profit de I'agitation magnétique
continue, qui dans un souci d'application ultérieure au sein de I'entreprise, ne nécessitait pas I'ajout
d'un dispositif de refroidissement. Dans la méme optique, le temps d’extraction de 3x24h fut réduit a
3x2h dans un nouvel essai, sans grande modification du rendement extractif, puisque la dissolution
de la propolis dans I'alcool apparaissait relativement rapide (le solvant semblant saturer rapidement).
Le rendement d’extraction, jusqu’a épuisement de la matiére, a été calculé et est donné dans le

tableau I1-2.

Tableau I1-2. Rendements (en % ) de chaque extraction par 'EtOH 70% (3x2h)

Extraction EtOH 70% | Rendement (%) % relatif
1% étape 61.2 94.4
2°™¢ tape 3.4 5.2
3°™¢ tape 0.2 0.3
Total 64.8 100

Ainsi, on remarque que I'extraction est accomplie a prés de 95% dés la premiére étape. La
seconde étape apporte 5% complémentaires tandis que I'échantillon est finalement épuisé (+ 0.3%)

lors de la troisieme étape.

Un troisieme type d’extrait alcoolique était fréquemment rencontré dans les publications, il
s’agissait de I'extrait éthanolique de propolis (EEP) réalisé avec de I'éthanol dit “classique” c’est-a-
dire de I'éthanol 95-96% (E04)%"% % Le rendement obtenu pour notre propolis était alors de 68.5 %

(conditions : 5% de propolis, 3x2h).

2.2. Extractions successives

Nous avons dans un second temps procédé & des extractions multiples successives®® avec des
solvants de polarité croissante : cyclohexane, dichlorométhane (DCM), acétate d’éthyle (AcOEt) et
MeOH (E04) conduisant a des rendements respectifs de 31.4, 50.1, 12.9 et 3.3 %. Le cyclohexane a
permis d’extraire les composés les moins polaires : notamment cires et acides gras. La majorité des
constituants (50.1%) se trouvait alors dans I'extrait par le DCM.

Un protocole d’extraction proche de celui réalisé au sein de I'entreprise au début de I'étude fut
aussi utilisé (E05). Celui-ci consistait en une extraction aqueuse a chaud suivie d’'une extraction par

I'éthanol 90%. Le rendement en extrait aqueux était faible, de I'ordre de 6%.

Une extraction aqueuse a chaud suivie d’'une extraction par le DCM ont ensuite été réalisées

(E06). Cet extrait étant pateux et semblant contenir encore beaucoup de cire, un autre essai (E07) a
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ensuite consisté en une extraction préalable par le cyclohexane de fagon a éliminer le maximum de
cire, puis une extraction aqueuse a chaud et enfin I'extraction par le dichlorométhane. Cette fois-ci,
I'extrait DCM semblait beaucoup moins cireux.

Enfin, un dernier solvant d’extraction a été testé, apres une pré-extraction par le cyclohexane, il
s’agissait d’'un mélange triphasique considéré comme "universel" (i.e. ambitionnant une extraction

exhaustive) DCM/MeOH/H,0 (mixte : E08), monophasique dans les proportions 31/19/4.

2.3. Comparaison des rendements d’extraction

Les rendements d’extraction des différents essais sont reportés sur la figure I1-5.

Rendements totaux par essai (%)
02, 18 13
1000 77,4 94 63 mAh'3 5,20
FORE
| ) 34 B E01 : EtOH 70%
80,0 1284 243 2> Pertes
15, E02 : MeOH
00 VEIB BBl 13,1—4 - 588 Résidus EO03 : EtOH 95%
m 4éme extraction E04 : Cyclo + DCM +
o0 VEI Bl Bl Bl Bl —_.|— ~  m3é&me extraction AcOEt + MeOH
! 5
4 ® 2&éme extraction E05 : H,0 + EtOH 90%
200 1 Bl Bl - Bl _3 E B m 1ére extraction E06 : H.0 + DCM
E07 : Cyclo + H,O + DCM
E08 : Cyclo +
EOL E02 EO3 EO4 EO5 EO6 EO7 EO8 DCM/ MeOH/ H,0

Figure I1-5. Rendements des différentes extractions

Pour les macérations alcooliques simples, les rendements d’extraction sont compris entre 62 et
69%. Les meilleurs rendements d’extraction cumulés sont obtenus lorsqu’on réalise une premiére
extraction par le cyclohexane (en moyenne : 33.0 £ 1.8 %), a savoir respectivement 97.7 % pour
E04, 83.5 % pour E07 et 93.5 % pour E08. Ces rendements cumulés sont un peu plus faibles lorsque
la premiere extraction est aqueuse (65.2 % pour E05 et 54.9 % pour E06) avec des taux de pertes

plus importants (incluant la pellicule de cire).

3. Profils chromatographiques

Chaque extrait réalisé a été analysé en chromatographie liquide haute performance couplée a
un détecteur a barrette de diode (HPLC/DAD). Dans un premier temps, nous comparerons
simplement les profils chromatographiques des différents extraits obtenus avant de nous intéresser

plus en détail aux profils UV lors des identifications structurales.
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3.1. Extraits alcooliques

Les profils chromatographiques des trois premiers essais d’extractions (E01-E03) sont regroupés

sur la figure I1-6.
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Figure 11-6. Profils chromatographiques des extraits alcooliques E01, E02 et EO3 (A 280 nm,

méthode 1, cf. partie expérimentale section 7.4.2)
Ces trois profils sont trés proches tant au niveau des pics observés (temps de rétention) que de

leurs intensités (absorbances). En termes qualitatifs, il n'existe a priori pas de différence notable

entre les trois alcools utilisés, I'éthanol 70 ou 95% et le méthanol.
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3.2. Extraits multiples

3.2.1. Avec solvants de polarité croissante (E04)

Les profils chromatographiques des extraits successifs sont représentés sur la figure I1-7.
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Figure 11-7. Profils chromatographiques, présentés a la méme échelle, des extraits E04-1 a 4 (A 280

nm, méthode 1)

Ici I'extrait cyclohexanique contient en trés faibles quantités des composés absorbants dans
'UV. En effet, une trés grande proportion de cires, insolubles dans le MeOH, a été éliminée, par
centrifugation, lors de la phase de préparation de I'échantillon a analyser. L'extrait DCM, quant a lui,
présente un profil similaire a ceux des extraits alcooliques E01-03, avec une absorbance maximum un
peu plus marquée (AU 1.5 vs 1.2). En ce qui concerne les extraits AcOEt et MeOH, peu de pics sont

observés.
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3.2.2. Extraits type Ballot-Flurin (E05)
Les profils chromatographiques des extraits aqueux et alcoolique obtenus selon un protocole

proche de celui utilisé par I'entreprise BFA sont représentés sur la figure 11-8.
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Figure I11-8. Profils chromatographiques des extraits E05-1 et 2 (A 280 nm, méthode 1)

Contrairement aux profils chromatographiques semblables des extraits E01-03 et E04-2, celui
de l'extrait aqueux EO05-1 est différent, il ne contient que les composés les plus polaires qui
apparaissent dans la premiere partie du chromatogramme. L'extrait E05-2, malgré une premiere
extraction aqueuse, contient encore ces composés les plus polaires mais en quantités moindres, son

profil est similaire aux extraits E01-03 et E04-2.

3.2.3. Extraits DCM E06-2 et E07-3 et mixte : DCM/ MeOH/ H,0 (E08-2)

Les profils chromatographiques des extraits DCM, soit précédés d’une extraction aqueuse seule
(dans le cas de E06-2), soit précédés d'une extraction cyclohexanique puis aqueuse (dans le cas de
E07-3) ainsi que celui de I'extrait réalisé avec le solvant mixte DCM/MeOH/H,0 (31/19/4; v/v/v) sont

regroupés sur la figure 11-9.
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EO6-2 : DCM

AU

o

=

o
I

o I VU B

000 500 1000 1500

200

Minutes

2500 " 3500 40.00

E07-3 : DCM

AU

0.00] : fap A .

T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00

T
20.00

Minutes

L T T T T
25.00 35.00 40.00

E08-2 : mixte

T T T T T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00

T
20.00

Minutes

40.00

T T T
35.00

25.00

Figure I1-9. Profils chromatographiques des extraits E06-2, E07-3 et E08-2 (A 280 nm, méthode 1)

Une fois de plus, ces profils chromatographiques sont similaires a ceux des extraits E01-03,

E04-2 et E05-2. On note cependant des quantités en composés les plus polaires plus faibles pour les

extraits DCM E06-2 et EQ7-3.

4. Dosages spectrophotométriques

Comme cela a été précédemment évoqué, I'analyse qualitative des extraits peut étre abordée

par le biais de différents dosages globaux tels que ceux des polyphénols totaux, des flavonoides

totaux ou encore ceux de deux groupes parmi quatre classes majoritairement représentées de

flavonoides, les flavones et flavonols d’une part et les flavanones et dihydroflavonols d’autre part.
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4.1. Dosage des polyphénols totaux

4.1.1. Principe

La méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu est celle la plus fréquemment utilisée. Le réactif
de Folin-Ciocalteu, de couleur jaune, est constitué de polyhétérocycles contenant des acides
phosphotungsténique et phosphomolybdique. L'oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne qui absorbent a 760 nm. Une mesure colorimétrique
effectuée a cette longueur d'onde permet ainsi d'apprécier le taux de polyphénols totaux (PT)

présents dans I'échantillon.

4.1.2. Taux de polyphénols totaux des différents extraits
Les différents taux de PT des extraits EO1 a EO8 sont illustrés par la figure 11-10 (cf. annexe 1

page 317).

Taux de PT des différents extralt% 06

Taux (mg GAE/g)
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Figure 11-10. Taux de polyphénols totaux des extraits EO1 a E08

Les taux de PT varient de 181 a 306 mg GAE/g. S'agissant d'une propolis collectée en zone
tempérée, ces résultats (200-300 mg GAE/g) sont conformes a la littérature®®'. Les taux sont
l[égérement supérieurs pour les extraits aqueux (meilleur taux pour E07-2 : 306 mg GAE/g). Ceci
peut s’expliquer par la présence de nombreux composés phénoliques, relativement polaires,
hydrosolubles. Le faible taux observé pour I'extrait E06-2 DCM (181 mg GAE/g) s’explique par le fait
que ce substrat contient encore des cires et est, par conséquent, moins concentré en polyphénols.
Ainsi, I'extrait E07-3 DCM, dénué de ces cires, obtient un meilleur score (247 mg GAE/g) que le
précédent. Les taux de PT des extraits alcooliques (E01-03 et E05-2) ne sont pas significativement
différents (ANOVA, P<0.05), en moyenne : 246.2 + 7.5 mg GAE/g). Le taux de I'extrait éthanolique
E03 (254 mg GAE/g) est similaire a ceux d’EEP venant d’Ukraine (255 mg GAE/g) et des USA (256

mg GAE/g) mais supérieur voire trés supérieur a ceux d’EEP provenant d’Hongrie (242 mg GAE/g), de

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis OOES | 54



Chapitre Il : Caractérisation chimique

Bulgarie (220 mg GAE/g), d’Argentine (212 mg GAE/g), d’Uzbekistan (174 mg GAE/g), du Brésil (120
mg GAE/g), d’Afrique du Sud (100 mg GAE/g) et de Thailande (31 mg GAE/g)°".

4.2. Dosages des flavonoides

En complément du dosage des polyphénols totaux, le dosage des flavonoides, et plus
précisément  [|'évaluation du taux des deux classes, flavones/flavonols (FF) et

flavanones/dihydroflavonols (FD), permet de préciser la qualité des propolis.

4.2.1. Dosage des flavones/ flavonols

Cette méthode est basée sur la formation d'un complexe stable entre l'atome d'aluminium,
possédant une lacune électronique, et les doublets d'électrons libres des atomes d'oxygene de
I'nydroxyle en 3 et la cétone en 4 pour les flavonols et de la cétone en 4 et de I'hydroxyle en 5 pour
les flavones. Il est toutefois possible qu’'AlCl; forme un complexe avec les espéces possédant deux
phénols en ortho mais il réagira de fagon préférentielle (complexes plus stables) avec les flavones et

flavonols'”'"® Ces complexes, de couleur jaune, sont détectés a 415 nm (Figure 1-11).

ITI r;,

Il.. -"1"-| i

cl’ Tl fal )
a) b) e

Figure 11-11. Complexes stables des flavonols (a) et flavones (b) avec AICI;

4.2.2. Dosage des flavanones/ dihydroflavonols

La 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNP) réagit avec les cétones et aldéhydes pour former les 2,4-
dinitrophénylhydrazones (Figure I1-12) dont le maximum d'absorbance se situe a 495 nm. Ce dosage
est sélectif car les flavones et flavonols, qui possédent une cétone a-B insaturée, ne réagissent pas
avec la DNP*®.

R NO, R g NO:
)I;J_D + HQN_N \|_|:-'J:_3-.:l _— R.):N_N-LH .-l\.:-:b + HEG'
~Z S NE, ~F o,
cetone 2 d-dinitrophénylhydrazine 2 d-dinitrophenylhydrazone

Figure 11-12. Réaction d’une cétone avec la DNP
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4.2.3. Taux de flavones/ flavonols et flavanones/ dihydroflavonols des différents extraits

Les taux de FF et FD des différents extraits sont présentés sur la figure 11-13 (cf. annexe 1).

Taux de FF et FD des différents extraits
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Figure I11-13. Taux arrondis de FF et de FD des différents extraits de propolis (n=3)

Les taux de FF sont compris entre 28 et 83 mg QE/g d’extrait. Les taux retrouvés dans les
extraits aqueux E05-1 et E07-2 sont plus faibles que dans les extraits organiques et ceux retrouvés
dans les extraits DCM (E04-2 et E07-3) et mixte E08-2 sont plus élevés que les autres. Les extraits
alcooliques (E01-03 et E05-2) ne sont significativement pas différents (ANOVA, P<0.05).

Les taux de FD sont eux compris entre 95 et 176 mg NE/g. Ceux des extraits aqueux sont
également les plus faibles. En revanche, les écart-types étant plus grands avec ce dosage, les
différences entre d'une part les extraits alcooliques et d’autre part les extraits DCM et mixte ne sont
plus significatives. On retrouve tout de méme une certaine homogénéité entre les extraits alcooliques
(différence non significative, ANOVA, P<0.05).

D’ailleurs, si on désire comparer ces valeurs avec la littérature, il est préférable de faire une
moyenne de celles des extraits alcooliques soit des taux respectivement pour FF de 67.8 £ 1.3 mg
QE/g (soit 6.8 + 0.1%) et FD de 155.8 + 2.4 mg NE/g (soit 15.6 £+ 0.2%). Mais il s'agit ici de taux
(FF et FD) calculés par rapport & I'extrait sec et il arrive que, dans la littérature, les résultats soient
donnés en mg/g de propolis brute. Si I'on souhaite ainsi convertir ces données en considérant un
rendement extractif moyen (propolis brute) de 67% pour les EEP, on obtient les valeurs de FF de
45.4 + 1.3 mg QE/g (soit 4.5 £ 0.1%) et de FD de 104.4 £+ 2.4 mg NE/g soit (soit 10.4 £ 0.2%). On

peut alors comparer nos valeurs avec certains résultats présentés dans la littérature (tableau I1-3).
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Tableau I1-3. Comparaison des taux de FF et FD (ainsi que ceux des PT) de I’extrait moyen

alcoolique BFA avec la littérature

Extrait (ref) FF (%) FD (%) PT (%)
EtOH BFA , 6.8 £ 0.1 156 £ 0.2 | 246 0.6
(par rapport a I'extrait)
EtOH BFA
(par rapport a la propolis 4.5+ 0.1 10.4 £ 0.2 16.3+ 0.6
brute)
EtOH type peuplier
(Popova et al. 2007)'% > 4 > 4 > 21
EtOH Espagne
(Bonvehi et Guttierez, 48+ 1.0 7.9+ 1.3 27.9 4.0
2011)%
EtOH Mexique PA:58+ 04| 151+ 1.8 14.8+ 1.2
(Velasquez et al. 2007)* | C:13.1+ 0.6 | 20.1 £ 3.1 | 255+ 2.6

PA : Pueblo de Alamos ; C: Caborca

.23 sur 114 propolis, provenant de différentes régions

L’étude statistique menée par Popova et a
d’Europe et du Moyen-Orient, a montré qu’une propolis de type peuplier pouvait étre définie par des
taux minima de FF et FD de 4% et de PT de 21% (par rapport a la propolis brute). La propolis
francaise de BFA remplit bien ces critéres pour les taux de FF et FD, mais pas en ce qui concerne le
taux de PT supérieur a 21%. Cependant, les méthodes analytiques et les standards utilisés n’étant
pas forcément les mémes (galangine:pinocembrine 2:1 vs acide gallique dans notre cas), il semble
tres difficile de faire des comparaisons tranchées.

Bonvehi et Gutiérrez?® ont montré que la propolis du pays basque, au nord-est de I'Espagne,
avait un taux de FF compris entre 12 et 78 mg/g (moyenne de 4.8 + 1.0 %), similaire a la propolis
BFA, et de FD [55 a 108 mg/g (moyenne de 7.9 + 1.3 %)] légérement inférieur a la propolis
francaise. De plus, Velasquez et al*® ont décrit la composition polyphénolique de propolis provenant
du Sonora (Pueblo de Alamos PA et Caborca C), dans le Nord-Ouest du Mexique, comme étant de
type peuplier avec respectivement un taux de FFde 5.8 + 0.4 et 13.1 £ 0.6 % et un taux de FD de
15.1 £ 1.8 et 20.1 + 3.1 %, bien supérieurs aux minima mentionnés par Popova. Ainsi, méme au
sein du type peuplier, il existe d'importantes variations en termes de taux de polyphénols et de

flavonoides.
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5. ldentification des composés

5.1. Etude déréplicative

5.1.1. Définition

La détermination de la composition chimique de la propolis de BFA a débuté par une étude
déréplicative par HPLC/DAD/MS. La déréplication consistait ici en l'identification de composés par
comparaison de leurs temps de rétention, profils UV et données de masse avec les données de la

littérature scientifique, sans purification préalable.

5.1.2. ldentification des premiers composés

Les acides caféique (composé 4), p-coumarique (7) et férulique (8) furent les premiers
composés identifiés, suivis par 'acide 3,4-diméthoxycinnamique (11) et la chrysine (34), gréce a la
déréplication mais également par comparaison avec des standards commerciaux (Figure 11-14). Les
numéros des composés sont attribués par ordre d’élution dans le chromatogramme de I'extrait DCM

en fin de chapitre (section 5.2.3 page 101) et non par chronologie d’identification.

Acide Acide
p-coumarique férulique Chrysine
_ \ / |
150 l Extrait DCM
] Acide 3,4- 280 nm
Acide | diméthoxy- 34
caféiques 100 cinnamique
}{\ ,
0.50
\ 11
] 4 8
EI.EIEI-
| I S B B I B B S B BN B B U Y N BN E B B BN N N R N BN B SR B E NN B B B B N B B |
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Minutes

Figure 11-14. Premiers composés identifiés par déréplication et comparaison avec témoins

commerciaux

Plus que le temps de rétention (les conditions chromatographiques d’une publication a l'autre
varient légérement), I'ordre d’élution, dans un environnement résolutif donné, est toujours respecté
et donne donc de précieuses informations. Ainsi les acides caféique, p-coumarique et férulique ont-ils

8,24,51

été déja fréquemment rencontrés dans plusieurs propolis , et donc respectivement dans cet

ordre.
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a)

(déréplication)

La figure I1-15 montre le profil chromatographique de EO1 comportant un pic "x

Exemple d’identification n°1 :

I'acide 3,4-diméthoxycinnamique (11)

a identifier.

—TIC+All M2
Uy Crromatogram, 254 nm

TIC-AIIMS

UV Ch

romatogram, 280 n

——TIC A WEn

Figure I1-15. Chromatogramme HPLC de E01 regroupant les courants ioniques totaux (TIC) (+ MS:

rouge, -MS: vert) et les absorbances enregistrées a 254 (bleu clair) et 280 nm (violet)

Les spectres de masse ESI en modes négatif (-MS) et positif (+ MS) associés au pic d'intérét

sont présentés a la figure 11-16.

Intens 4 M3, 13 4min 2307
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Figure I1-16. Spectres de masse en mode négatif (a) et positif (b) du composé 11 (pic x)

L’ion quasi moléculaire [M-H]" apparait a m/z 207, ce qui pourrait correspondre a une masse

molaire M=208 g/mol. En mode positif, on observe des [M+H]"

mais surtout un fragment intense a m/z 191, soit M-17 soit [M+H]"-

(m/z 209) et [M+Na]*
H,O (209-18 uma). Une perte

(m/z 231),

de molécule d’eau est fréquemment rencontrée dans le cas d’acides carboxyliques conjugués. Ceci

confirme donc la masse molaire de 208 g/mol.
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Le spectre UV quant a lui apparait proche de celui des acides caféique et férulique (Figure II-

17).
Lo 3240 ) o
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Figure I1-17. Spectres UV du composé 11 (a) et des acides caféique (b) et férulique (c)

Ainsi, on peut supposer que le composé possede une structure proche de celle des acides
caféique et férulique, avec un groupement méthyle additionnel par rapport a I'acide férulique

(M=194+14=208 g/mol). 11 serait donc I'acide 3,4-diméthoxycinnamique (Figure I1-18).
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Acide 3,4-diméthoxycinnamique (11)
M =208 g/mol

Figure 11-18. Structure de I’acide 3,4-diméthoxycinnamique (11)

Cette hypothése est ensuite confirmée par I'analyse des données de la littérature® :
UV Anax @ 296, 322 nm
-MS : [M-H]" a m/z 207 et fragmentation MS? a m/z 163
+MS : [M+H]* am/z 209 et fragmentations MS?a m/z 191, 163 et 133
Quand [l'identification est plus difficile, ou lorsque plusieurs composés présentent une méme

masse molaire, les fragmentations MS? sont prises en compte.
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b) Exemple d’identification n°2 : la chrysine (34) (déréplication + témoin)

De méme que précédemment, on sélectionne un pic y sur le chromatogramme HPLC de EO1

(Figure 11-19) et la figure 11-20 montre les spectres de masse -MS et UV du picy.

a

mAU

LY

Figure I1-19. Chromatogramme HPLC de EO1 regroupant les courants ioniques totaux (TIC) (+ MS:

rouge, -MS: vert) et les absorbances enregistrées a 254 (bleu clair) et 280 nm (violet)
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Figure 11-20. Spectre de masse ESI (-MS) du composé 34 (a) et son spectre UV (b) (picy)

Une recherche bibliographique rapide® nous informe que ce composé avec un [M-H]" & m/z 253
(soit M=254 g/mol) et A, @ 268 et 314sh nm pourrait étre la chrysine. Le standard commercial

(Chrysine, Acros, 99%) a été analysé dans les mémes conditions. Les résultats sont représentés par

la figure 11-21.
'mi%g- a) WS, 25 4min #709 140 25}1-2 b)
%106 4
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Figure 11-21. Spectre de masse ESI (-MS) de la chrysine commerciale (a) et son spectre UV (b)

Les temps de rétention sont quasiment identiques ainsi que les spectres -MS et UV. Le composé

34 est donc bien la chrysine (Figure [1-22).

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis O3 | 61



Chapitre Il : Caractérisation chimique

Chrysine (34)
M = 254 g/mol

Figure I1-22. Structure de la chrysine (34)

Les composés 4, 7, 8, 11 et 34 ont, de cette fagon, pu étre identifiés avec certitude. Pour les
autres, le fractionnement d’un extrait de propolis s'est avéré nécessaire afin dans un premier temps

d'approfondir I'analyse déréplicative puis, dans un second temps, de purifier les composés et de
procéder a des analyses structurales individuelles.

5.2. Il dentification structurale

Une étude préliminaire a consisté a analyser, en HPLC/UV et RMN 'H, six composés
commerciaux, appartenant a des familles de composés différentes et fréquemment rencontrées dans
les propolis : les acides caféique, p-coumarique et férulique, la chrysine, la quercétine et la
naringénine (cf. annexe 2 page 318). Le profilage chimique exhaustif de la propolis BFA a ensuite été

entrepris a partir des différentes fractions obtenues aprés le fractionnement de I'extrait E09-2 DCM.

5.2.1. Composés déja connus

Les fractions CF2-2 et CF2-17 ont été les premiéres a étre étudiées car leurs chromatogrammes
présentaient, a 280 nm, un seul pic majoritaire.

a) Fraction CF2-2 (composé 47)

Les analyses HPLC/UV de la fraction CF2-2 sont représentées sur la figure |1-23.

1.00H A 2805
1 CF2-2 (280 nm) ‘l\ ﬁ a7
i 1od N /
080° 2 || /| ~
] o] | / \
0601 AR
2 |u') _‘\\
] ooy
0,407 200.00 30000 40004
- -
0.00 AR Yo
rrrr|r rrrr|rrrrr|rrrrr|rr1rrr1rr1r1rrJrrrrrrrrT
000 500 10.00 1500 2.00 2500 30.00 3500 40.0C
Mnutes

Figure 11-23. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-2 et profil UV du composé 47
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Le composé 47 possede un spectre UV (Ansx 290 et 330sh nm) caractéristique des
flavanones/dihydroflavonols. De plus, I'analyse ESI-MS a révélé les m/z suivants :
+MS : [M+H]* 271, [M+Na]* 293,
-MS : [M-H] 269,

ce qui correspond a une masse molaire M=270 g/mol.

La RMN du proton, réalisée dans CDCls, nous indique la présence d'un motif flavanone (3 dd a &
2.83, 3.11 et 5.43 ppm), d'un groupement méthoxyle OCHs (s a 6 3.82 ppm) et d'un groupement
phényle (multiplet d'intégration 5 a & 7.43 ppm). On note également la présence d'un proton
phénolique a & 12.02 ppm. Il s‘agit du proton de I'nydroxyle en position 5 qui forme une liaison
hydrogéne avec 'oxygéne de la cétone. Ainsi, en se référant aux données de la littérature®"""*'7° e

composé 47 est-il identifié a la pinostrobine (Figure 11-24).

MEO\_\ N /.O\.\ [;Q//L
Py
!
OH O

Pinostrobine (47)
M =270 g/mol

Figure 11-24. Structure de la pinostrobine (47)

L’ensemble des données spectrales de 47 et de tous les autres composés identifiés est donné en

annexe 3 page 325.
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b)  Fraction CF2-17 (composé 31)

Les analyses HPLGC/UV de la fraction CF2-17 sont représentées sur la figure I1-25.

300
1 CF2-17 (280 nm) 31
200
g
100]
OCC-""I""i'"'I""I""I""l'"'I""
0.00 500 10.00 15.00 2.00 2500 30.00 3500 400C

Minutes
Figure 11-25. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-17 et profil UV du composé 31

Le composé 31 présente un A,. & environ 316 nm, caractéristique du motif p-coumarique.
L'analyse ESI-MS a révélé en mode négatif un [M-H]" & m/z 425 et [2M-H]" a m/z 851. La masse
molaire de ce composé est donc M=426 g/mol.

La RMN du proton, réalisée dans le DMSO-d6, nous informe quant a elle sur la présence d’un
motif glycérol (2 dd d'intégration 2 vers 0 4.40-4.30 ppm et un multiplet d'intégration 1 a d 5.28
ppm), d'un motif acétate (s d'intégration 3 a 8 2.08 ppm) et, du fait de I'intégration, sur la présence
de deux groupements p-coumarates (Figure 11-26).

Composée31, DMSO, 270 MHz
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Figure 11-26. Spectre RMN "H (zone & 4.1-7.9 ppm) du composé 31 (270 MHz, DMSO-d6, 3:us0 ppm)
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Le composé 31 correspond donc au 2-acétyl-1,3-di-(E)-coumaroylglycérol®*" ' (Figure 11-27).

(@] @]
P /JJ\\ T /J\\ Py .
- J/ - O O N |/ I
I
T //// O« /O P
HO e T”’ ™ OH

2-acétyl-1,3-di-(E)-coumaroylglycérol (31)
M =426 g/mol

Figure 11-27. Structure du 2-acétyl-1,3-di-(E)-coumaroylglycérol (31)

c) Fraction CF2-19 (composés 9 et 13)

Les données HPLC/ UV de la fraction CF2-19 sont regroupées sur la figure 11-28.
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Figure 11-28. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-19 et profils UV des composés 9 et 13

Les analyses ESI-MS fournissent les m/z suivants :
Composé 9 : -MS : [M-H] 193
+MS : [M+H]* 195, [M+H]*-H,0 177 soit M=194 g/mol.
Composé 13 : -MS : [M-H] 285, [2M-H] 571
+MS : [M+H]* 287, [M+Na]* 309, [2M+Na]* 595 soit M=286 g/mol.

La fraction CF2-19 a été purifiée par chromatographie Flash en phase inverse (CF4.CF2-19 :
conditions décrites dans la partie expérimentale). Le composé 9 a pu étre isolé et analysé en RMN du
proton. Son spectre ressemble a celui de I'acide férulique (signaux caractéristiques entre d 6.2 et 7.6
ppm et un méthoxyle a & 3.88 ppm) et sa masse molaire correspond également a celle de l'acide
férulique. Il s’agit donc soit de I'acide isoférulique soit du caféate de méthyle. Comme en
spectrométrie de masse, une perte d'eau caractéristique des acides est observée ([M+H]"-H,0), le

composé 9 de la fraction CF2-18 élué aprés 9-10 min est I'acide isoférulique® ™ (Figure 11-29).
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i
J|/“\“~:‘\]/\:l“/” "OH
MeO™ “F
OH
Acide isoférulique (9)
M =194 g/mol

Figure 11-29. Structure de I’acide isoférulique (9)

Le composé 13, quant & lui, présente un spectre UV (Ana 288, 330sh nm) caractéristique des
flavanones/dihydroflavonols pour une masse molaire M=286 g/mol. L'analyse par RMN 'H indique Ia
présence d’'un motif dihydroflavonol (2 doublets de constante de couplage J=11.7 Hz a 0 4.40 et 5.03
ppm), et d’'un groupement méthoxyle (s a 6 3.85 ppm) (Figure II-30).

Composé 13, CD,0D, 270 MHz
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ZAARSESIRAAER AN 255 98 3
L e e el o e il i O OO W Wy T T T o
Ty rre—————— SN P \/
He PN 3.85 (s)
o L oMl OMe
L LH3 H,O
He" 7 7 "OH 6.00 (d)
OMe O 6.13 (d) 5.03 (d) 4.40 (d)
=21 ;
7.4 (m) =21 | =117 =117
| Phényl d | '
i) o || H |
|
| 1 )

] T | Fig . e

g 9 a Q

E P | A
T T

ILJI| H,
JUL J)k
0
3

76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40

Figure 11-30. Spectre RMN 'H (zone & 3.6-7.6 ppm) du composé 13 (270 MHz, CD;0D, dys0 ppm)

D’aprés la littérature®’ et son temps de rétention (15-16 min), le composé 13 est la 5-

méthylpinobanksine (Figure 11-31).

OMe O

5-méthylpinobanksine (13)
M =286 g/mol

Figure 11-31. Structure de la 5-méthylpinobanksine (13)
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Fraction CF2-6 (composés 10, 26, 37 et 38)

d)
Les données HPLC/UV de la fraction CF2-6 sont regroupées sur la figure I1-32.
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Figure 11-32. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-6 et spectres UV des composés 10, 26, 37 et
38

L'analyse ESI-MS a révélé les m/z suivants :
Composé 10 : -MS : [M-H] 121 soit M=122 g/mol.
Composé 26 : -MS : [M-H] 255 ; +MS : [M+H]" 257 soit M=256 g/mol.

Composé 37 : -MS : [M-H] 283
+MS : [M+Na]* 307, [2M+ Na]* 591 soit M=284 g/mol.

Composé 38 : -MS : [M-H] 261
+MS : [M+Na]* 285, [2M+ Na]* 547 soit M=262 g/mol.

La fraction CF2-6 a été purifiée par chromatographie Flash en phase inverse (CF5.CF2-6). L
profil UV (Amax 230, 274 nm), la masse molaire M=122 g/mol et I'analyse RMN 'H, qui montre un
motif phényl, nous permettent d’identifier le composé 10 comme étant tout simplement I'acide

()

Acide benzoique (10)
M =122 g/mol

benzoique'® "% (figure 11-33).
0]

)\O H

Figure 11-33. Structure de I'acide benzoique (10)

Quant au composé 26, son spectre UV (Ana 288, 330sh nm) nous indique qu’il appartient a la

famille des flavanones/dihydroflavonols et posséde une masse molaire de 256 g/mol. La RMN 'H nous
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précise que ce composé contient un motif flavanone (3 dd a 6 2.77, 3.10 et 5.47 ppm) mais aussi les
protons aromatiques Hg et Hg a & 5.89 et 5.93 ppm et un groupement phényl (m a & 7.43 ppm)
(Figure 11-34).

Composé 26, CD,0D, 270 MHz
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Figure 11-34. Spectre RMN 'H (zones & 2.6-3.2 et 5.4-7.6 ppm) du composé 26 (270 MHz, CD;0D,
Srus 0 ppm)

63,71,74,181

D’'aprés la littérature et le temps de rétention (22 min), le composé 26 est la

pinocembrine (Figure 11-35).

Pinocembrine (26)
M =256 g/mol

Figure 11-35. Structure de la pinocembrine (26)

Les composés 37 et 38 n‘ont pu étre séparés et leurs spectres UV (Anax 290, 324 nm) sont trés
proches. Ce sont donc deux dérivés de l'acide caféique. Les RMN 'H (Figure 11-36) et "C nous
renseignent sur la présence de deux groupements méthoxyles, et la NOESY sur leur position, ce sont
donc tous les deux des férulates (Figure [1-37). Les spectres 2D COSY, HMQC et HMBC nous

permettent, de plus, de distinguer les deux motifs suivants : benzyle et prényle (3,3-diméthylallyle).
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Composés 37 et 38, CD,0D, 500 MHz
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Figure 11-36. Spectre RMN 'H (zones & 1.7-1.8, 3.8-3.9 et 4.6-7.8 ppm) des composés 37 et 38 (500

MHz, CD,0D, &tys0 ppm)
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Figure 11-37. Spectre NOESY (corrélations 6-OMe et H;) des composés 37 et 38

Ainsi, d’aprés leurs temps de rétention (25-26 min), les composés 37 et 38 sont

respectivement les férulates de benzyle et de prényle®®™* (Figure 11-38).

OMe

Férulate de benzyle (37)
M =284 g/mol

0 0
ey gt
S

OMe

Férulate de prényle (38)
M =262 g/mol

Figure 11-38. Structure des férulates de benzyle (37) et de prényle (38)
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e) Fraction CF2-8 (composés 14, 29 et 44)

Les données HPLC/UV de la fraction CF2-8 sont regroupées sur la figure I1-39.
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Figure 11-39. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-8 et spectres UV des composés 14, 29 et 44

L’'analyse ESI-MS donne les m/z suivants :
Composé 14 : -MS : [M-H] 147
+MS : [M+H]* 149 ; [M+H]"-H,0 131 soit M=148 g/mol.
Composé 29 : -MS: [M-H] 313 ; +MS : [M+Na]* 337 soit M=314 g/mol.
Composé 44 : -MS : [M-H] 309 ; +MS : [M+Na]* 333 soit M=310 g/mol.

La fraction CF2-8 a été purifiée par chromatographie Flash en phase inverse (CF6.CF2-8). Le
profil UV (Anax 277 nm), la masse molaire M=148 g/mol et I'analyse RMN H qui montre un motif

phényl et une double liaison trans, nous permettent d’identifier le composé 14 comme étant I'acide

cinnamique®® """ (Figure 11-40).

Acide cinnamique (14)
M =148 g/mol

Figure 11-40. Structure de I'acide cinnamique (14)

Quant au composé 29, son spectre UV (Anax 293, 335sh nm) nous indique qu’il appartient a la
famille des flavanones/dihydroflavonols. La RMN 'H nous précise qu’il s'agit d’un dihydroflavonol (2
doublets a 0 5.41 et 5.83 ppm de constante de couplage J=11.7 Hz) avec un groupement acétate (s
d'intégration 3 a & 1.96 ppm) en position 3 (déblindage des signaux des protons H, et Hs). Ainsi,

d’aprés une masse molaire de 314 g/mol et le temps de rétention (22-23 min), le composé 29 est la

pinobanksine-3-acétate® %" 74182 (Figure 11-41).
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OH O

Pinobanksine-3-acétate (29)
M =314 g/mol

Figure I1-41. Structure de la pinobanksine-3-acétate (29)

En ce qui concerne le composé 44, son spectre UV (Anax 293, 326 nm) ressemble a celui d’'un
dérivé de l'acide caféique. Le spectre RMN 'H nous indique la présence d’'un motif férulate ou
isoférulate et d’un motif cinnamyle (Figure 11-42).

Composé 44, CD,0D, 270 MHz
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Figure 11-42. Spectre RMN 'H (zones 3 3.8-4.9 et 6.3-7.7 ppm) du composé 44 (270 MHz, CD;0D,
Srus 0 ppm)

Le spectre RMN 2D NOESY, nous permet de trancher sur la position du groupement méthoxyle :

il est situé a coté du proton Hg (Figure 11-43).
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7-OMe

{3'3@5—;&2}(—3 le:s

—

(/"‘ Hg ',\

" | N
\_O/?Y

OH

3.96 3.94

3.92 3.50 3.88 3.86 3.84 3.82 3.80

Figure 11-43. Spectre NOESY (corrélations 7-OMe et Hg) du composé 44

Le composé 44 est I'isoférulate de cinnamyle®"™ (Figure 11-44).

f) Fraction CF2-13 (composés 1,2, 16 et 32)
Les données HPLC/UV de la fraction CF2-13 sont regroupées sur la figure |1-45.
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Figure 11-44. Structure de I'isoférulate de cinnamyle (44)

40.0C

Figure I11-45. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-13 et spectres UV des composés 1,2, 16 et
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L’analyse ESI-MS a révélé les m/z suivants :
Composé 1 : -MS: [M-H] 137 ; +MS : [M+H]" 139 soit M=138 g/mol
Composé 2 : -MS : [M-H]" 137, soit M=138 g/mol
Composé 16 : -MS : [M-H] 271 ; [2M-H] 543
+MS : [M+H]* 273, soit M=272 g/mol.
Composé 32 : -MS : [M-H]- 433 ; fragmentation MS? 163 (M=434 g/mol ?)
+MS : [M+Na]* 349, [2M+Na]* 675 (M=326 g/mol ?)

Les composés 1 et 2 ont la méme masse molaire (M=138 g/mol). Cependant, leurs spectres UV
sont différents : le composé 1 possede deux bandes alors que le 2 n’en possede qu'une seule.
D’aprés Horton et Robertson'®®, ce dernier pourrait étre I'acide 4-hydroxybenzoique*. Pour le

composé 1, il pourrait s’agir du 3,4-dihydroxybenzaldéhyde**'® (Figure 11-46).

o]
L @]
//’:::. //.J' - H X H
F ] || J* “OH
HO™ A
I HO™ 7
OH
3,4-dihydroxybenzaldéhyde (1) Acide 4-hydroxybenzoique (2)
M =138 g/mol M =138 g/mol

Figure 11-46. Structure du 3,4-dihydroxybenzaldéhyde (1) et de ’acide 4-hydroxybenzoique (2)

La fraction CF2-13 a été purifiée par chromatographie Flash en phase inverse (CF7.CF2-13). Le
composé 7 a déja été identifié comme étant I'acide p-coumarique et le composé 11 a bien été
confirmé en RMN du proton comme étant I'acide 3,4-diméthoxycinnamique (motif férulate avec 2
singulets d'intégration 3 a & 3.87 ppm). Le composé 16, dont le spectre UV (Anax 289, 330sh nm) est
celui d’'une flavanone ou d’un dihydroflavonol de masse molaire M=272 g/mol, c’est-a-dire soit la
naringénine soit la pinobanksine. La RMN 'H nous indique clairement la présence du motif flavanone.
Le composé 16 est la naringénine” (figure 11-47).

—~._ _OH

e
- g
P

OH O
Naringénine (16)
M =272 g/mol

Figure 11-47. Structure de la naringénine (16)

Le spectre UV (Ama 268, 309 nm) du composé 32 semble indiquer la présence d’'un groupement

p-coumaryle (Amax 309 nm) qui pourrait étre confirmé par une fragmentation MS? a m/z 163.
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Cependant, la masse molaire de ce composé n’a pu étre déterminée avec précision. Le composé 32

s'est dégradé au cours de la purification (CF7.CF2.13), sa structure n’a donc pu étre élucidée.

g) Fraction CF2-7 (composés 12, 35, 36 et 45)

Les données HPLC/UV de la fraction CF2-7 sont regroupées sur la figure [1-48.
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Figure 11-48. Chromatogrammes HPLC de la fraction CF2-7 (280 et 254 nm) et spectres UV des
composés 12, 35, 36 et 45

L'analyse ESI-MS donne les m/z suivants :
Composé 12 : -MS : [M-H] 149 ; +MS : [M+Na]* 173 soit M=150 g/mol
Composé 35 : -MS : [M-H] 253 soit M=254 g/mol
Composé 36 : -MS : [M-H] 269 soit M=270 g/mol
Composé 45 : -MS : [M-H] 279 soit M=280 g/mol.
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La fraction CF2-7 a été purifiée par chromatographie Flash en phase inverse (CF8.CF2-7). Le
composé 12 présente un spectre UV (A, 250 nm) non encore rencontré dans cette identification des
constituants de la propolis francaise et sa masse molaire est relativement faible (M=150 g/mol). Le
spectre RMN 'H nous indique la présence d’un groupement phényle et d’un motif CH,-CH, confirmés
en RMN "3C (respectivement 6 signaux dans la zone & 127-143 ppm et deux signaux a & 32 et 37
ppm) avec en plus un signal d'un carbonyle d'une fonction acide carboxylique a d 174 ppm (Figure II-

49).

Composé12,CD,0D,270 MHz Composé 12, CD,0D, 67.5 MHz
) or~Ou—Q — T 01 @ b) ~ T nvwN
SR 8RS 889 @88 g ¢ RAR A
[ R S S S M m 0 e - - mm
~=\ N Nl e | | N [
(0]
s ol
[' “‘*T” " "oH
% 3.33(1)
7.97 (m) 331
l' J=1.6
'i Phényl =76
‘ w 2xH, , |‘ 2xH; !
| i I
U .
_,,,‘,NL_/J
2H 2H
8.2 8.1 8.0 7.9 ?.8 3.8 3.7 3.6 3.5 34 33 3.2 170 150 130 110 9 80 70 60 50 40 30

Figure 11-49. Spectres RMN 'H (zones & 3.2-3.8 et 7.8-8.2 ppm) (a) et '*C (b) du composé 12
(270 MHz ('H)/ 67,5 MHz('*C), CD;0D, &7ys0 ppm)

Le composé 12 est I'acide 3-phénylpropanoique’'® (Figure 11-50).

Acide 3-phénylpropanoique (12)
M =150 g/mol

Figure 11-50. Structure de I’acide 3-phénylpropanoique (12)

Quant au composé 35, son spectre UV (Ayax 314 nm) semble indiquer la présence d’un motif p-
coumaryle. Les spectres RMN 'H et "C confirment la présence de ce groupement ainsi que celui d’un
groupement benzyle. Tenant compte de la masse molaire du composé M=254 g/mol, le composé 35

est le p-coumarate de benzyle®* 7% (Figure 11-51).
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ﬂ :T o T| “

o

HO™ & T~
p-coumarate de benzyle (35)

M =254 g/mol

Figure 11-51. Structure du p-coumarate de benzyle (35)

Le composé 36 posséde un spectre UV particulier (Anax 265, 313sh, 358 nm) et sa masse
molaire est M=270 g/mol. La littérature®® nous informe qu’il pourrait s’agir de la galangine. Cette
structure est confirmée en RMN 'H par les protons Hg et Hg (doublets de constante de couplage J=2.1
Hz a 3 6.18 et 6.39 ppm) et le groupement phényle divisé en deux signaux d'intégrations 2 et 3 a o
8.17 et 7.46 ppm, et en RMN C par les quinze signaux des carbones correspondants’'. Le composé

36 est bien la galangine®"*"® (Figure 11-52).

Galangine (36)
M =270 g/mol

Figure 11-52. Structure de la galangine (36)

Le composé 45 possede un spectre UV (Anaxx 314 nm) proche de celui du p-coumarate de
benzyle (composé 35) et une masse moléculaire M=280 g/mol (différence de 26 uma). Les spectres
RMN "H et "*C nous confirment la présence du groupement p-coumarate et nous indiquent celle d’'un
31,63,74

groupement cinnamyle. Le composé 45 est identifié comme étant le p-coumarate de cinnamyle
(Figure 11-53).

Sl

0

s

HO™ 7 ~F

p-coumarate de cinnamyle (45)
M =280 g/mol

Figure 11-53. Structure du p-coumarate de cinnamyle (45)
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h)  Fraction CF2-10 (composés 28 et 30)

Les données HPLC/UV de la fraction CF2-10 sont regroupées sur la figure 11-54.
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Figure 11-54. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-10 et spectres UV des composés 28 et 30

L’analyse ESI-MS fournit les m/z suivants :
Composé 28 : -MS : [M-H] 247 ; [2M-H] 495
+MS : [M+H]* 249 ; [M+Na]* 271 ; [2M+Na]* 519 soit M=248 g/mol
Composé 30 : -MS : [M-H] 247 ; [2M-H] 495

+MS : [M+Na]*™ 271 ; [2M+Na]*=519 soit M=248 g/mol également.

Les composés 28 et 30 montrent des spectres UV identiques (Aqax 295, 330 nm). Ce sont donc

deux dérivés d’acide caféique avec la méme masse molaire M=248 g/mol. Ces deux composés ayant

des temps de rétention trés proches, ils n'ont pas pu étre séparés. Le spectre RMN 'H du mélange de

ces composés indique la présence de deux motifs caféates et nous renseigne, grace aux différentes

proportions en composés 28 et 30, que le premier contient un groupement isopent-3-ényle
(minoritaire) et le second un groupement prényle (majoritaire) (Figure 11-55).
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Composés 28 et 30, CD,0D, 270 MHz
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Figure 11-55. Spectre RMN 'H (zones 3 1.6-2.5, 4.2-5.5 et 6.1-7.7 ppm) des composés 28 et 30 (270
MHZ, CD30D, 6TMSO ppm)

Ainsi, le composé 28 est le caféate d’isopent-3-&nyle’™ et le composé 30 le caféate de

prényle®* 637 (Figure 11-56).

@]
|/ I \Q‘)LO/\/J\

HO
OH
Caféate d’isopent-3-ényle (28) Caféate de prényle (30)
M =248 g/mol M =248 g/mol

Figure 11-56. Structures des caféates d’isopent-3-ényle (28) et de prényle (30)
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i) Fraction CF2-9 (composés 3,5, 6,17, 25, 39 et 40)

Les données HPLC/UV de la fraction CF2-9 sont regroupées sur la figure I1-57.
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Figure 11-57. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-9 et spectres UV des composés 3,5,6, 17,

25,39 et 40

Les composés 14 (acide cinnamique) et 34 (chrysine) ont déja été identifiés.
L’analyse ESI-MS donne les m/z suivants :
Composé 3 : -MS : [M-H]" 121 soit M=122 g/mol
Composé 5 : -MS : [M-H]" 151 ; + MS : [M+H]* 153 soit M=152 g/mol
Composé 6 : -MS : [M-H] 135 ; + MS : [M+H]" 137 soit M=136 g/mol
Composé 17 : -MS :[M-H] =271 ;
+MS : [M+H]* 273 ; [M+Na]* 295 ; [2M+Na]* 567 soit M=272 g/mol
Composé 25 : -MS : [M-H] 173 ;
+MS : [M+H]* 175 ; [M+H]*-H,0 157 soit M=174 g/mol
Composés 39 et 40 : -MS : [M-H] 299 ;
+MS : [M+H]" 301 ; [M+Na]*" 323 soit M=300 g/mol.

La fraction CF2-9 a été purifiée par chromatographie Flash en phase inverse (CF9.CF2-9). Les
composés 3, 5 et 6, tous les trois obtenus dans une seule fraction et donc non séparés, sont des
composeés polaires (faibles temps de rétention) de faibles masses molaires (respectivement 122, 152

et 136 g/mol). Le composé 3 a la méme masse molaire que I'acide benzoique, mais est beaucoup
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plus polaire que celui-ci. || pourrait donc s’agir d’un hydroxybenzaldéhyde. Le spectre RMN 'H de
cette fraction (Figure 11-58) nous indique la présence de deux aldéhydes dans des proportions
différentes 3:7 (2 singulets vers 0 9.7-9.8 ppm parmi les trois composés aromatiques). Ainsi le
premier aldéhyde d’intégration plus faible est composé d’un noyau aromatique avec une substitution
en para (2 doublets a & 6.91 et 7.77 ppm, J48.5 Hz), le composé 3 est le 4-

44,188,189

hydroxybenzaldéhyde . Le composé 5, de masse molaire 152 g/mol, c’est-a-dire avec une
différence de 30 uma (groupement méthoxyle) par rapport au composé 3, pourrait étre la vanilline ou
isovanilline (validée par le spectre UV de la vanilline commerciale : Ay 280, 311 nm). On retrouve ce
deuxiéme aldéhyde d'intégration plus grande, avec trois signaux d’intégration 1 : d (J=6.6 Hz) a d
6.94 ppm, dd (J=6.6 et 1.7 Hz) a 8 7.42 ppm et s a O 7.44 ppm, mais également avec un singulet
d'intégration 3 a & 3.92 ppm (méthoxyle). Le spectre 2D NOESY indique que le groupement
méthoxyle se situe & proximité du singulet & & 7.44 ppm (H;). Le composé 5 est la vanilling®**7* ¢,
Quant au composé 6, de masse molaire M=136 g/mol, son spectre UV correspond a celui du 4-

)'8. Ce composé'® est confirmé par les deux doublets

hydroxyacétophénone (A 276 nm
d’intégration 2 (J=8.6 Hz) a & 6.83 et 7.88 ppm et le singulet d’intégration 3 a & 2.53 ppm en RMN 'H

et un pic a 8 199.7 ppm caractéristique des cétones en '°C.

Composés 3, 5 et 6, CD,0D, 270 MHz
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Figure 11-58. Spectre RMN 'H (zones & 2.50-2.55, 3.90-3.95, 6.8-7.9 et 9.72-9.76 ppm) des
composés 3,5 et 6 (270 MHz, CD;0D, dys0 ppm)
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Les composés 3, 5 et 6 ont donc les structures suivantes (Figure 11-59).

o]
O 1l O
|../"'“Q::T_/' 'xH L \‘j |_/"‘~“:;:.T./ \I\;’Ie
H O/.L_\;;;. HO™ 7 H o”L-w""
OMe
4-hydroxybenzaldéhyde (3) Vanilline (5) 4-hydroxyacétophénone (6)
M =122 g/mol M =152 g/mol M =136 g/mol

Figure 11-59. Structures des 4-hydroxybenzaldéhyde (3), vanilline (5) et 4-hydroxyacétophénone
(6)

Le composé 17, dont le spectre UV (Ayax 292, 330sh nm) est celui d’'une flavanone ou d’un
dihydroflavonol de masse molaire M=272 g/mol. La RMN 'H nous indique clairement la présence du
motif dihydroflavonol (2 doublets avec J=11.6 Hz a 0 4.55 et 5.08 ppm). Le composé 17 est la

pinobanksine®"®37418 (figure 11-60).

OH O
Pinobanksine (17)
M =272 g/mol

Figure 11-60. Structure de la pinobanksine (17)

Le composé 25 présente en UV une bande d’absorption vers 312 nm. Avec une masse molaire
de 174 g/mol et un temps de rétention de 20-21 min, ce composé n'est autre que l'acide

cinnamylidéne acétique, rencontré dans de nombreuses propolis®'®! 319",

Mais il y a peu
d’informations sur les spectres RMN de ce composé dans la littérature. Sanyal et Badami'®? ont décrit,
dans le spectre du proton, un seul multiplet intégrant pour 10 protons entre d 6.35-7.80 ppm, ce qui
est succinct. Ici, on distingue nettement un doublet (J=15.1 Hz) a 6 6.01 ppm (pouvant correspondre
a Hy), mais seulement un multiplet a & 6.99 ppm alors que I'on devrait voir deux doublets déboublés

(J~15 et 10 Hz pour trans et cis) pour H, et Hs (Figure I1-61).
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Figure 11-61. Spectre RMN "H (zone & 5.9-7.6 ppm) du composé 25 (270 MHz, CD;0D, dys0 ppm)

En revanche, on peut davantage s’appuyer sur les données RMN 'C fournis par ces mémes

192 afin de confirmer que le composé 25 est bien I'acide cinnamylidéne acétique

auteurs (8 signaux)
(Figure 11-62).
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Acide cinnamylidéne acétique (25)
M =174 g/mol

Figure 11-62. Structure de I’acide cinnamylidéne acétique (25)

Quant aux composés 39 et 40, ils possédent le méme spectre UV (Anaxx 265-267, 364 nm)
correspondant a un motif flavonol (type dérivé de la quercétine), et la méme masse molaire M=300
g/mol. Ils n’ont pu étre séparés de la chrysine, mais leur spectre RMN 'H présente, en plus des
signaux bien connus de cette derniere, des groupements méthoxyles a 0 3.90 et 3.93 ppm et des
groupements hydroxyles en position 5 puisque leur signal est observé a & 12.13 et 12.15 ppm dans

I'acétone-d6 (liaison hydrogéne avec le carbonyle proche) (Figure I1-63).
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Composeés 39 et 40, (CD,),C0O,270 MHz
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Figure 11-63. Spectre RMN 'H (zones & 3.6-4.2, 6.2-8.3 et 12.1-12.2 ppm) des composés 39 et 40
(270 MHz, acétone-d6, drys0 ppm)

92193 et e composé 40, le kaempféride'" (Figure 11-64).
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Le composé 39 est la rhamnocitrine

MeO._ -~ HO PN O S
T T I
\\f/ \OH \/( \[T \OH
OH O OH O
Rhamnocitrine (39) Kaempféride (40)
M =300 g/mol M =300 g/mol

Figure 11-64. Structures de la rhamnocitrine (39) et du kaempféride (40)
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i) Fraction CF2-11 (composés 15, 18, 27, 33 et 42)
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Figure 11-65. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-11 et spectres UV des composés 15, 18, 27,
33 et 42

L’'analyse ESI-MS donne les m/z suivants :
Composé 15 : -MS : [M-H] 177 soit M=178 g/mol
Composé 18 : -MS : [M-H] 301 soit M=302 g/mol
Composé 27 : -MS : [M-H] 269 ; [2M-H] 539 soit M=270 g/mol
Composé 33 : -MS : [M-H] 283 ; [2M-H] 567 soit M=284 g/mol
Composé 42 : -MS : [M-H] 295 ; [2M-H] 591 soit M=296 g/mol.

Le composé 15 posséde un spectre UV (Aya 308 nm) proche de celui de I'acide p-coumarique,
avec une masse M=164+14=178 g/mol, c’est-a-dire avec un méthyle en plus par rapport a celui-ci. Il
s'agit donc de I'acide 4-méthoxycinnamique* ™ (Figure 11-66).

Le composé 18, avec un spectre UV présentant des bandes d’absorption a 255 et 369 nm, et

une masse molaire de 302 g/mol, est la quercétine®"®*"" (Figure 11-66).
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OH
_L_on
. (LJL HO. ~. O = /|
e UL
MeO~ ™~ T ©H
OH O
Acide 4-méthoxycinnamique (15) Quercétine (18)
M =178 g/mol M =302 g/mol

Figure 11-66. Structures de I’acide 4-méthoxycinnamique (15) et de la quercétine (18)

La fraction CF2-11 a été purifiée par chromatographie Flash en phase inverse (CF10.CF2-11).
Les composés 27, 33 et 42 possedent tous les trois un spectre UV (Anax 298, 330 nm) caractéristique
des dérivés de I'acide caféique. Le spectre RMN 'H du composé 27 indique la présence des motifs
caféate (six signaux déja décrits entre d 6.2 et 7.6 ppm) et benzyle (singulet d'intégration 2 a & 5.21
ppm et un multiplet d'intégration 5 a & 7.35 ppm). Avec une masse de 270 g/mol, le composé 27 est
le caféate de benzyle®®"*""'% (Figure 11-67). Quant au composé 33, son spectre RMN 'H présente
également un motif caféate avec un groupement phényléthyle, caractérisé par 2 triplets (J&7.0 Hz)
d’intégration 2 (CH,-CH,) et un multiplet d’intégration 5 (phényl). Avec une masse molaire de 284
g/mol, le composé 33 est le caféate de phényléthyle (CAPE)>"®%74"" (Figure 11-67). Enfin, le spectre
RMN "H du composé 42 indique cette fois-ci la présence d’'un groupement cinnamyle en plus du motif
44,51,63,191

caféate. Avec une masse molaire de 296 g/mol, le composé 42 est le caféate de cinnamyle

(Figure 11-67).
2 0

I Lo L ~ -
N N e P ,,-'Q:::‘ P N /'/f'b-:‘ R ‘“O ’/““\;';ﬁﬂ“‘n /;‘H-?\
r. Sy - (j I - - () e ~ .
»L /-J T /J [| :\[ HO’lL‘ j Eu,-f?J
HO./ \I;_/ ~ HO‘ e ‘[’
OH OH OH
Caféate de benzyle (27) Caféate de phényléthyle (CAPE)(33) Caféate de cinnamyle (42)
M =270 g/mol M = 284 g/mol M =296 g/mol

Figure 11-67. Structures des caféates de benzyle (27), de phényléthyle (CAPE) (33) et de cinnamyle
(42)

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis @ 85



Chapitre Il : Caractérisation chimique

k)  Fraction CF2-5 (composé 48)

Les données HPLC/UV de la fraction CF2-5 sont regroupées sur la figure I1-68.
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Figure 11-68. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-5 et spectre UV du composé 48

L’'analyse ESI-MS du composé 48 a révélé les m/z suivants :
+MS : [M+H]" 269, [M+Na]® 291, [2M+Na]* 559 soit M=268 g/mol.

Le spectre UV (Aqa 271, 311 nm) du composé 48 ressemble a celui de la chrysine et sa masse
molaire pourrait correspondre a celle de la chrysine avec un méthyle en plus (M=254+14=268

g/mol). Le spectre RMN 'H confirme les signaux caractéristiques de la chrysine avec la présence d’un

méthoxyle a & 3.90 ppm. Le composé 48 est la tectochrysing®*""*"% (Figure 11-69).

Tectochrysine (48)
M =268 g/mol

Figure 11-69. Structure de la tectochrysine (48)
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) Fraction CF2-4 (composé 46)

Les données HPLC/UV de la fraction CF2-4 sont regroupées sur la figure I1-70.
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Figure 11-70. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-4 et profil UV du composé 46

L’analyse ESI-MS du composé 46 donne les m/z suivants :
+MS : [M+H]" 329, [M+Na]* 351, [2M+Na]" 679 soit M=328 g/mol.

Le spectre UV  (Ana 293, 330sh nm) est caractéristique de la famille des
flavanones/dihydroflavonols. D’aprés le temps de rétention (27-28 min) et sa masse molaire de 328
g/mol, il pourrait s'agir de la pinobanksine-3-propanoate ou de I'alpinone-3-acétate®"®®. Dans cette
fraction, on retrouve également la tectochrysine (48), étudiée dans la fraction précédente. Ainsi, le
spectre RMN 'H de la fraction CF2-4 nous donne les signaux de la tectochrysine, que l'on peut
soustraire, et ceux du composé 46. On retrouve le motif dihydroflavonol (2 doublets a J=11.6Hz a 0
5.37 et 5.82 ppm) et acétate (singulet d'intégration 3 a 0 2.04 ppm) que I'on a déja rencontré dans
la pinobanksine-3-acétate (29). De plus, on observe un méthoxyle a 6 3.83 ppm. L'analyse RMN
étant réalisée dans le CDCl;, on note la présence de I'hydroxyle en position 5 (singulet a & 11.48
ppm). Le composé 46 est la 7-méthylpinobanksine-3-acétate, c'est-a-dire I'alpinone-3-acétate’' %1%
(Figure 11-71).

MeO. -~ O. _,\\-QQ:J

S

“‘“r \H’ OCOMe
OH O

Alpinone-3-acétate (46)
M =328 g/mol

Figure 11-71. Structure de I'alpinone-3-acétate (46)
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m)

Fraction CF2-1 (composés 49-52)

Les données HPLC/UV de la fraction CF2-1 sont regroupées sur la figure I1-72.
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Figure I11-72. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-1 et profils UV des composés 49-52

Le composé 47 a déja été identifié comme étant la pinostrobine (CF2-2).

L’'analyse ESI-MS a révélé les m/z suivants :
: [M+Na]* 261 ; [2M+Na]* 499 soit M=238 g/mol
: [M+Na]* 261 ; [2M+Na]* 499 soit M=238 g/mol
: [M+Na]* 287 ; [2M+Na]* 551 soit M=264 g/mol
: [M+Na]* 313 ; [2M+Na]* 603 soit M=290 g/mol.

Composé 49 :
Composé 50 :

Composé 51

Composé 52 :

+MS
+MS
: +MS
+MS

La fraction CF2-1 a été purifiée par chromatographie Flash en phase normale (CF11.CF2-1). Le

spectre UV (Anax 281 nm) du composé 49 est proche de celui de I'acide cinnamique et son spectre
RMN 'H nous indique la présence de deux motifs phényles, d’'une double liaison trans et d’'un CH,
déblindé (Figure 11-73).
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Composé49, CDCl,, 270 MHz
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Figure 11-73. Spectre RMN 'H (zone & 5.2-7.9 ppm) du composé 49 (270 MHz, CDCl;, 8:us0 ppm)

En se référant également a son temps de rétention (29-30 min), le composé 49 est donc le

cinnamate de benzyle®"'*” (Figure 11-74).

<
e R ,/Q‘::‘\

DA
e o

Tl G

Cinnamate de benzyle (49)
M =238 g/mol

Figure 11-74. Structure du cinnamate de benzyle (49)

Le composé 50 posséde la méme masse molaire (M=238 g/mol) que le composé précédemment
identifié. Son spectre RMN 'H indique cette fois-ci la présence d’un groupement cinnamyle. Le

composé 50 est le benzoate de cinnamyle®'®® (Figure 11-75).

Benzoate de cinnamyle (50)
M =238 g/mol

Figure 11-75. Structure du benzoate de cinnamyle (50)
Le composé 51 n’a pu étre isolé. Mais avec une masse molaire M=264 g/mol (soit 26 uma de

plus que les deux composés précédents pouvant correspondre a -CH=CH-) et tenant compte de
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spectre UV proche de celui du cinnamate de benzyle (49) mais avec une bande plus large, le

composé 51 est le cinnamate de cinnamyle®' (Figure 11-76).

Cinnamate de cinnamyle (51)
M =264 g/mol

Figure 11-76. Structure du cinnamate de cinnamyle (51)

Le composé 52 posseéde un spectre UV (A, 313 nm) proche de celui de I'acide cinnamilydéne

acétique. Le spectre RMN 'H nous confirme la présence du motif cinnamylidéne acétique et nous
indique également celle d’un groupement cinnamyle (Figure I1-77).

ComposéS2, CDCl,, 270 MHz
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Figure 11-77. Spectre RMN 'H (3 zone 4.8-7.6 ppm) du composé 52 (270 MHz, CDCl;, 8;us0 ppm)

Ainsi, en tenant également compte de sa masse molaire (M=290 g/mol), le composé 52 est le

cinnamylidéene acétate de cinnamyle, récemment identifié dans une propolis thailandaise par

Athikomkulchai et al. ° (Figure 11-78).
)

s - 2 L e
I T “"Q/\“::‘;//” “\O/\‘\,f” e //::C::h.
. L -

R
~

Cinnamylidéne acétate de cinnamyle (52)
M =290 g/mol

Figure 11-78. Structure du cinnamylidéne acétate de cinnamyle (52)

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis @ 90



Chapitre Il : Caractérisation chimique

n)  Fraction CF2-20 (composés 20-22)

Les données HPLC/ UV de la fraction CF2-20 sont regroupées sur la figure 11-79.
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Figure 11-79. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-20 et profils UV des composés 20-22

L’analyse MS donne les m/z suivants :
Composé 20 : -MS : [M-H] 269 ; [2M-H] 539
+MS : [M+Na]* 293 ; [2M+Na]* 563 soit M=270 g/mol
Composé 21 : -MS : [M-H] 383 soit M=384 g/mol
Composé 22 : -MS : [M-H] 413 ; +MS : [M+Na]* 437 soit M=414 g/mol.

La fraction CF2-20 a été purifiée par chromatographie Flash en phase inverse (CF12.CF2-20). Le
composé 20 possede un spectre UV (Anax 288, 330sh nm) caractéristique des
flavanones/dihydroflavonols. Son spectre RMN 'H nous indique la présence d’un motif flavanone (3 dd
a 0 2.72, 3.00 et 5.43 ppm) et un méthoxyle a 6 3.83 ppm. En tenant compte de sa masse molaire
(M=270 g/mol), il pourrait s’agir de la 5 ou 7-méthylpinocembrine. Or la 7-méthylpinocembrine n’est
autre que la pinostrobine (47), déja identifiée, dont le temps de rétention est de 'ordre de 28 min.

Ainsi, le composé 20, est la 5-méthylpinocembrine'" (Figure 11-80).
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e

T 0

OMe O

5-méthylpinocembrine (20)
M =270 g/mol

HO

T

(

Figure 11-80. Structure de la 5-méthylpinocembrine (20)
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Les composés 21 et 22 n'ont pu étre séparés et le spectre UV de I'ensemble présente une
bande d’absorption a 314 nm, caractéristique des motifs p-coumaryles, avec toutefois un léger
épaulement vers 295 nm. La RMN 'H nous confirme la présence de motifs p-couramates mais
également celle d’'un motif férulate. En tenant compte des masses molaires assez élevées (M= 384 et
414 g/mol), le composé 21 a été identifié comme étant le 1,3-dicoumaroylglycérol’ 2% et le

composé 22 comme étant le 1-féruloyl-3-coumaroylglycérol'®*%" (Figure 11-81).

(? @] (? @}
T/:;\J PNy \()_/\T 0 ,.J—L\ 54\\‘ rﬁﬁl |//:\ R /l\ O/"\r/'xo ,JJ\\ “;7\\[/:*%1
HO™ 7 OH ~F oH HO /\““f? or ~7 0H
OMe
1,3-dicoumaroylglycérol (21) 1-féruloyl-3-dicoumaroylglycérol (22)
M =384 g/mol M =414 g/mol

Figure 11-81. Structures des 1,3-dicoumaroylglycérol (21) et 1-féruloyl-3-coumaroylglycérol (22)

o) Fraction CF2-15 (composé 24)

Les données HPLC/UV de la fraction CF2-15 sont regroupées sur la figure 11-82.
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Figure 11-82. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-15 et profil UV du composé 24

Les composé 7 (acide p-coumarique) et 8 (acide férulique) ont déja été identifié lors de I'étude
déréplicative.

L'analyse ESI-MS du composé 24 a révélé les m/z suivants :
-MS : [M-H] 269 ; [2M-H] 539 soit M=270 g/mol.

Compte tenu de son temps de rétention 19-20 min, de son profil UV (Anax 268, 337 nm) et de

sa masse molaire, le composé 24 est I'apigénine®"*"®%"" (Figure 11-83).
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Figure 11-83. Structure de I’apigénine (24)

p) Extrait DCM E09-2 (composés 19 et 23)

Aprés avoir identifié tous ces composés, il restait cependant une petite zone entre 18 et 21 min
avec deux constituants non encore élucidés. Les données HPLC/UV de I'extrait total DCM (E09-2)

dans la zone 18-21 min & 254 nm sont regroupées sur la figure 11-84.
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Figure 11-84. Chromatogramme HPLC de I’extrait DCM E09-2 et profils UV des composés 19 et 23

L’analyse ESI-MS donne les m/z suivants :
Composé 19 : -MS : [M-H] 315 ;
+MS : [M+H]* 317 ; [M+Na]* 339 soit M=316 g/mol
Composé 23 : -MS : [M-H] 285 soit M=286 g/mol.

19,38 |63,191

Les composés 19 et 23 sont respectivement la 3-méthylquercétine
(Figure 11-85).

et le kaempféro
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3-méthylquercétine (19)
M =316 g/mol
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Figure 11-85. Structures des 3-méthylquercétine (19) et kaempférol (23)

Abordons a présent la description des composés nouveaux.

5.2.2. Composés nouveaux
a) Composé 41 : dérivé de la pinocembrine

Le composé 41 est issu de la fraction CF2-13 (cf. section 5.2.1.f page 72). Les données

HPLC/UV sont regroupées sur la figure 11-86.
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Figure 11-86. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-13 et profil UV du composé 41

Le composé 41 posséde un spectre UV (Anax 293, 340sh nm) caractéristique des
flavanones/dihydroflavonols et I'analyse ESI-MS donne les m/z suivants :
-MS : [M-H] 403 ; [2M-H] 807

+MS : [M+H]* 405 ; [M+Na]* 427 soit M=404 g/mol.

La chromatographie Flash en phase inverse (CF7.CF2-13) avait permis d’obtenir le composé 41
avec une pureté HPLC de 86.4% (max plot). Cette fraction avait alors été analysée en RMN 2D dans
MeOD puis avait été purifiée a nouveau par HPLC préparative pour donner 2 mg de composé pur,

mais celui-ci semblait s’étre un peu dégradé aprés plusieurs heures passées dans le solvant
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(H,O/MeOQOH). L’analyse par spectrométrie de masse haute résolution (HRESIMS) donne une valeur
expérimentale: [M-H]'=401.1027 pour une masse calculée de 403.1187. Conservé dans MeOH le
composeé s'est donc probablement dégradé. La structure a tout de méme pu étre mise en évidence en
recoupant les spectres RMN 'H (dans le méthanol-d4 et I'acétone-d6), RMN '3C, COSY ('H-'H), HMQC
("H-"3C), HMBC (corrélations 'H-"3C) et NOESY (proximité 'H-'H) avant (dans le méthanol-d4) et

aprés (dans I'acétone-d6) la purification par HPLC préparative.

Le spectre RMN 'H (dans CD3;0D) indique la présence d'un motif flavanone a & 2.76 (1H, dd,
J=17.0, 3.2 Hz, Hgp), 3.09 (1H, dd, J=17.0, 12.7 Hz, Hy,) et 5.44 ppm (1H, dd, J=12.7, 3.2 Hz, H,) et
des protons aromatiques résonnant entre d 5.99 et 7.50 ppm (Figure 1I-87). L'ensemble des spectres
RMN du composé 41 est consultable dans I'annexe 4 page 351.

Composé 41, CD,0OD, 270 MHz
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Figure 11-87. Spectre RMN 'H (zones & 2.7-3.2 et 5.0-7.6 ppm) du composé 41 (270 MHz, CD;0D,
Srus 0 ppm)

Le singulet a d 5.99 ppm (1H) indique que le cycle A est pentasubstitué. Le multiplet a 6 7.42
ppm (5H) montre I'existence d’un groupement phényle. Les spectres RMN '*C and HMQC indiquent la
présence de 24 carbones et confirment les signaux caractéristiques du motif flavanone a 6 44.4 (C,)
et 80.5 ppm (C,). Le composé 41 semble donc correspondre a une pinocembrine substituée en
position 6 ou 8. Il reste deux groupes de signaux non élucidés (multiplets a & 5.06 et 6.62 ppm)

correspondant au groupement R de masse 404-255=149 uma.

L'enregistrement du spectre de RMN 'H dans I'acétone-d6 permet de résoudre la structure fine

des multiplets associés a ce groupement (Figure 11-88).

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis @ 95



Chapitre Il : Caractérisation chimique

Composé 41, (CD,),C0,270 MHz

2 R g 8 498 28 u s 4588 85
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7=16.p 6-64(ddd) Ho. 2 o 5.11 (dd)
=100 I | Hi =162
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Y
H
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Figure 11-88. Spectre RMN 'H (zones 8 5.00-5.16 et 6.58-6.82 ppm) du composé 41 (270 MHz,
acétone-d6, dys0 ppm)

Ainsi, dans ce solvant, il est possible de distinguer des signaux de protons allyliques a 5.04 (1H,
dd, J=10.0, 2.4 Hz, Hi3,), 5.10 (1H, d, ~8.5 Hz, Hyy), 5.11 (1H, dd, /~16.2, 2.4 Hz, Hi3,) et 6.64
ppm (1H, ddd, J&~16.2, 10.0 et 8.5 Hz, Hy,), mais également les signaux d’'un cycle benzénique
17,3”,4”-trisubstitué (type dérivé acide caféique) a 6.61 (1H, dd, J=8.4, 1.8 Hz, H¢"), 6.67 (1H, d,
J=8.4 Hz, Hs") et 6.79 ppm (1H, d, &=1.8 Hz, H,").

Le spectre COSY montre des corrélations entre H,, Hs, et Hj, d’une part, et entre Hqy, Hio, Hisa
et Hysp, d’autre part. Le spectre HMBC indique des corrélations entre H, (dy 5.44) et le groupement
phényle (cycle B), et des corrélations entre Hy; (04 5.10) avec le cycle aromatique 17,3",4”-
trisubstitué. Le groupement R est donc le 3”,4"-dihydroxyphénylallyle. Une corrélation longue
distance entre OHs (04 12.66 dans I'acétone-d6) et Cg (Oc 112.3) indique que ce groupement est fixé
sur la pinocembrine en position 6. Les données RMN 'H et "*C (dans CD;0OD) et les corrélations 2D du

composé 41 sont présentées respectivement dans le tableau I1-4 et sur la figure I1-89.

Un composé de structure voisine, la pinocembrine substituée en position 8 par un 3”-méthoxy-

4”-hydroxyphénylallyle a été décrit par Athikomkulchai et al.”

en 2013. Le composé 41 a été isolé en
tres faible quantité, et de plus, s’est révélé instable. Son pouvoir rotatoire n’a donc malheureusement

pas pu étre mesuré.
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Tableau I1-4. Données RMN 'H et '3C (dans CD;0D) du composé 41

Composé 41

Position &y, mult (J in Hz) 8¢, mult Position &y, mult (Jin Hz) 8¢, mult
2 5.44,dd (12.7, 3.2) 80.5, CH 1' 140.6, C
3 a 3.09,dd(17.0,12.7) 44.4, CH, 2' 7.32-7.52, m 127.4, CH

b 2.76,dd (17.0, 3.2) 3 7.32-7.52, m 129.8, CH
4 197.6,C 4' 7.32-7.52, m 129.7, CH
5 162.8, C 5' 7.32-7.52, m 129.8, CH
6 112.3,C 6' 7.32-7.52, m 127.4, CH
7 166.1, C 1" 136.5, C
8 5.99,s 95.9, CH 2" 6.79,d (1.8)* 116.0, CH
9 162.8,C 3" 145.6, C
10 103.3,C 4" 144.0,C
11 5.10, d (8.5)* 44.5, CH 5" 6.67, d (8.4)* 115.7, CH
12 6.64, ddd (16.2,10.0, 8.5)* 141.2,CH 6" 6.61, dd (8.4, 1.8)* 119.9, CH
13 a 5.04,dd(10.0, 2.4)* 115.2,CH, OH-5 12.66, s*

b 5.11,dd (16.2, 2.4)*

* 6, et Jdans (CD3),CO

Figure 11-89. Corrélations COSY (liaisons en gras) et HMBC (fleches) du composé 41

Le composé 41 a donc été identifié comme étant la 6-[(3”,4”-dihydroxyphényl)prop-2-én-1-yl]

pinocembrine (Figure 11-90).

HO.
o0
/":-'::/ \“]’/ h I
@]

6-[(3"’,4"’-dihydroxyphényl)prop-2-én-1-yl] pinocembrine (41)

Figure 11-90. Structure de la 6-[(3”°,4’-dihydroxyphényl)prop-2-én-1-yl] pinocembrine (41)

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis @

H

e
=

s

pr

i

OH

S

ey

7

O

M = 404 g/mol

97



Chapitre Il : Caractérisation chimique

b) Composé 43 : dérivé de la catéchine

Le composé 43 a été obtenu lors de la chromatographie Flash de la fraction CF2-18 en phase
inverse (CF3.CF2-18). Les composés 9 et 13 avaient quant a eux déja été identifiés dans la fraction

CF2-19 (cf. section 5.2.1.c page 65). Les données HPLC/UV du composé 43 sont regroupées sur la

figure 11-91.
I |

] 20044

100’5 CF2'18 9 oo II:
1 (280 nm) 2 1\ 9

0.80] TN N

0.604 / o] | S
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0.00] -
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0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.0C
Minutes

Figure 11-91. Chromatogramme HPLC de la fraction CF2-18 et profil UV du composé 43

Le composé 43 est un solide de couleur jaune, il a simplement précipité dans quelques tubes et
a été obtenu pur, apres filtration, sans qu’il ne soit nécessaire de le purifier davantage (12.2 mg soit
0.6 ug/g de I'extrait DCM). Sa formule brute a été déterminée par HRESIMS comme étant CysH,.0;
avec une masse molaire de 434 g/mol ([M+H]" 435.1436; calculé 435.1438). Le spectre UV présente
un maximum d’absorption & 350 nm. Le spectre IR présente une bande OH (3400 cm™) ainsi qu’une
bande carbonyle de cétone conjuguée (1610 cm™). Le spectre RMN 'H (réalisé dans I'acétone-d6)
indique la présence d’'un motif flavan-3-ol a 0 2.53 (1H, dd, J/16.2, 9.5 Hz, Hy), 3.07 (1H, dd,
J=16.2, 5.7 Hz, Huy), 4.21 (1H, m, Hy) et 4.68 ppm (1H, d, J/=8.9 Hz, H,), d'un méthoxyle a & 3.92
ppm, de protons aromatiques entre d 6.1 et 7.4 ppm (9H), de deux protons éthyléniques trans a &
7.63 and 8.06 ppm (d, J=15.7 Hz) et d’'un proton d’un hydroxyle proche d’un carbonyle (liaison H) a
0 14.49 ppm (Figure I1-92). L’'annexe 5 (page 355) rassemble tous les spectres RMN de ce composé.

Les spectres RMN "3C et HMQC confirment la présence de 25 carbones et le motif flavan-3-ol & 8
30.6 (C4), 66.8 (Cs) et 84.2 (C,). Dans le spectre RMN 'H, les signaux a & 6.91 (1H, d, /8.4 Hz),
6.96 (1H, dd, J&=8.4, 1.4 Hz) et 7.11 (1H, d, /1.4 Hz) suggerent la présence d’'un cycle B 1°,3’,4’-
trisubstitué. Le singulet a 8 6.15 ppm (1H) indique que le cycle A est pentasubstitué. Le multiplet a 0

7.22 ppm (5H) révéle la présence d’'un groupement phényle.
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Composé 43, (CD;),CO, 270 MHz
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Figure 11-92. Spectre RMN 'H (zones 8 2.25-4.75 et 6.1-8.1 ppm) et agrandissement de la zone &
6.80-7.40 du composé 43 (270 MHz, acétone-d6, &:ys0 ppm)

Le spectre HMBC montre une corrélation entre les deux protons éthyléniques trans a d 7.63 et
8.06 ppm et le carbone de la cétone a & 193.2 ppm. Cette corrélation nous indique donc la présence
d’'une cétone a,B-insaturée. Le proton éthylénique Hg a 6 8.06 ppm est aussi corrélé avec le carbone
Ci» (0 136.2 ppm) du groupement phényle. Cette corrélation nous permet de définir le motif (2E)-4-
phénylprop-2-en-1-one. Une corrélation entre le méthoxyle (04 3.92) et le carbone a d¢ 165.1 (Cs)
prouve que le OCH; est attaché au carbone Cs. Le spectre NOESY montre que ce méthoxyle est
spatialement proche du proton a & 6.15 ppm (Hg), alors qu’'une corrélation COSY longue-distance
existe entre Hq et I'hydroxyle a & 14.49 ppm (OH;). Ainsi, le groupement (2E)-4-phénylprop-2-en-1-
one est localisé sur le carbone Cg (8¢ 105.9). Enfin, en tenant compte de la masse molaire du
composé 43, il savére que le cycle aromatique B est substitué en position 3’ et 4’ par deux
hydroxyles. Les données RMN 'H et '*C (dans I'acétone-d6) et les corrélations 2D du composé 43

sont présentées respectivement dans le tableau I1-5 et la figure 11-93.
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Tableau I1-5. Données RMN 'H et '*C (dans I’acétone-d6) du composé 43

Composé 43
Position &y, mult (J in Hz) 8¢, mult Position &y, mult (Jin Hz) 8¢, mult
2 4.68,d (8,9) 84.2, CH 1' 130.7,C
3 421, m 66.8, CH 2' 7.11,d (1.4) 116.2, CH
4 a 3.07,dd(16.2,5.7) 30.6, CH, 3! 146.6, C
b 2.53,dd (16.2,9.5) 4' 146.2, C
5 165.1, C 5' 6.91, d (8.4) 116.0, CH
6 6.15, s 93.5, CH 6' 6.96, dd (8.4, 1.4) 121.3,CH
7 168.1, C 1" 136.2, C
8 105.9,C 2" 7.05-7.35, m 129.2, CH
9 157.6, C 3" 7.05-7.35, m 129.7, CH
10 102.4,C 4" 7.05-7.35, m 130.8, CH
a 7.63,d (15.7) 143.1,CH 5" 7.05-7.35, m 129.7, CH
B 8.06, d (15.7) 128.4, CH 6" 7.05-7.35, m 129.2, CH
C=0 193.2,C OH-7 14.49, s
OCH;-5 3.92,s 56.5, CH;

Figure 11-93. Corrélations COSY (liaisons en gras), HMBC (fleches pleines) et NOESY (fleches en

pointillés) du composé 43

Sha et al."™ ont identifié en 2009 un composé similaire qui différe seulement du composé 43
par un cycle B 1°,3’,5’-trisubstitué. Le composé 43, tout comme le composé identifié par Sha et al.,
posséde un pouvoir rotatoire nul ([OL]D22 =0) (mesuré a 0.5 mg/mL dans 'acétone). Il a donc été isolé
sous forme d'une paire d’énantiomeres : la 8-[(E)-phénylprop-2-én-1-one]-(2R,3S)-5-
méthoxycatéchine (43,) et la 8-[(E)-phénylprop-2-én-1-one]-(2S,3R)-5-méthoxycatéchine (43y)
(Figure 11-94).
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Figure 11-94. Structure des 8-[(E)-phénylprop-2-én-1-one]-5-méthoxycatéchine (2R,3S) (43a) et
(2S,3R) (43b)

5.2.3. Chromatogrammes récapitulatifs
Les chromatogrammes HPLC récapitulatifs (a A 254 et 280 nm) de I'extrait DCM regroupe les 51

composés identifiés (Figure I1-95).
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Figure 11-95. Chromatogrammes HPLC a A 254 nm (a) et 280 nm (b) de I'extrait DCM regroupant les

51 composés identifiés (méthode 1)
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Les 51 composés identifiés sont répertoriés dans le tableau I1-6 (les caractéristiques de chaque

composé sont décrites dans I'annexe 3 page 325).

Tableau I1-6. Composition chimique la propolis frangaise de Ballot-Flurin

N° Composé N° Composé

1 3,4-dihydroxybenzaldéhyde 27 Caféate de benzyle

2 Acide 4-hydroxybenzoique 28 Caféate d’isopent-3-ényle

3 4-hydroxybenzaldéhyde 29 Pinobanksine-3-acétate

4 Acide caféique 30 Caféate de prényle

5 Vanilline 31 2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol
6 4-hydroxyacétophénone 32 7? Dérivé d'acide p-coumarique

7 Acide p-coumarique 33 Caféate de phényléthyle (CAPE)
8 Acide férulique 34 Chrysine

9 Acide isoférulique 35 p-coumarate de benzyle

10 Acide benzoique 36 Galangine

11 Ac. 3,4-diméthoxycinnamique 37 Férulate de benzyle

12 Acide 3-phénylpropanoique 38 Férulate de prényle

13 5-méthylpinobanksine 39 Rhamnocitrine

14 Acide cinnamique 40 Kaempféride

15 Acide 4-méthoxycinnamique 41 Phenylallyl pinocembrine (Nouveau)
16 Naringénine 42 (Caféate de cinnamyle

17 Pinobanksine 43 Dérivé de la catéchine (Nouveau)
18 Quercétine 44 |soférulate de cinnamyle

19 3-méthylquercétine 45 p-coumarate de cinnamyle

20 5-méthylpinocembrine 46 Alpinone-3-acétate

21 1,3-dicoumaroylglycérol 47 Pinostrobine

22 1-féruloyl-3-coumaroylglycérol 48 Tectochrysine

23 Kaempférol 49 Cinnamate de benzyle

24 Apigénine 50 Benzoate de cinnamyle

25 Acide cinnamylidéne acétique 51 Cinnamate de cinnamyle

26 Pinocembrine 52 Cinnamylidéne acétate de cinnamyle

Ces 51 molécules identifiées appartiennent a cinq familles de composés :

» Dérivés du benzaldéhyde, de I'acide benzoique et assimilés :
7 molécules (composés 1,2, 3,5,6, 10 et 50)

» Dérivés des acides et esters cinnamiques et assimilés :
25 molécules (composés 4,7,8,9,11,12, 14,15, 21, 22, 25,

27,28,30, 31, 33,35,37,38,42, 44,45, 49, 51 et 52)

> Flavones/flavonols :

9 molécules (composés 18, 19, 23, 24, 34, 36, 39, 40 et 48)
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Ainsi, la propolis francaise de Ballot-Flurin, constituée de dérivés d’acides et d’esters
cinnamiques, notamment les acides caféique, p-coumarique, férulique, isoférulique et leurs esters, et
de flavonoides tels que la pinocembrine, la pinobanksine-3-acétate, la chrysine et tectochrysine, la
galangine, la pinostrobine appartient-elle bien au type peuplier décrit par Bankova'® et validé par
une étude de la composition chimique de bourgeons de peupliers (Populus Nigra L.) réalisée par
Rubiolo et al. en 2013

5.3. Quantification

Au sein de la cinquantaine de composés identifiés, certains, comme on vient de le voir, sont
caractéristiques de la propolis de type peuplier. Parmi ceux-ci, douze marqueurs ont été choisis [les
acides caféique (4), p-coumarique (7), férulique (8), isoférulique (9) et 3,4-diméthoxycinnamique
(11) ainsi que la pinocembrine (26), la pinobanksine-3-acétate (29), le caféate de prényle (30), la
chrysine (34), le CAPE (33), la galangine (35) et la pinostrobine (47)] pour étre quantifiés de fagon
précise par HPLC/DAD dans plusieurs extraits. Ces marqueurs ont été sélectionnés d’une part parce
qu’ils représentent les principales classes de meétabolites secondaires caractéristiques de cette
propolis (les acides et esters phénoliques, les flavanones, dihydroflavonols, flavones et flavonols)
mais aussi en fonction de leur accessibilité (composés commerciaux a prix abordable ou composés
majoritaires facilement isolables par exemple). Cette étude permettra alors d’analyser
qualitativement et quantitativement de futurs extraits (aqueux et alcooliques) produits par
I'entreprise afin de s’assurer de leur homogénéité et de proposer des extraits standardisés. Une
estimation de la quantité des autres constituants de cette propolis a également été réalisée par

gravimétrie et pureté HPLC.
5.3.1. Quantification des 12 marqueurs par HPLC/ DAD
a) Principe

Cette méthode consiste a analyser en HPLC/DAD les marqueurs choisis a différentes
concentrations, puis d’établir les droites d’étalonnage en fonction des aires sous courbes mesurées.
Les pics des différents composés ne doivent donc pas étre coélués; ils doivent étre suffisamment

séparés pour une mesure correcte de l'aire sous courbe. Ce n'était pas le cas avec la méthode utilisée
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précédemment (chromatogramme page 101 : méthode 1). Il a donc fallu optimiser cette derniére, de

fagon & séparer correctement les marqueurs.

b) Optimisation de la méthode HPLC

Plusieurs essais ont été réalisés afin d’optimiser cette méthode (modification de I'éluant, du

202) " Finalement, la

gradient et du temps d’élution mais aussi augmentation du pourcentage d’acide
méthode optimisée est basée sur celle décrite par Rubiolo et al.”, utilisée pour I'étude de la
composition des bourgeons de peupliers. Les chromatogrammes HPLC des extraits DCM (E04-2) et

aqueux (E05-1) avec la méthode optimisée sont représentés sur la figure 11-96.
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Figure 11-96. Chromatogrammes HPLC a 280 nm des extrait DCM (E04-2) et aqueux (E05-1)

0.00

(méthode optimisée : méthode 2) avec les douze marqueurs: 4 acide caféique, 7 acide p-
coumarique, 8 acide férulique, 9 acide isoférulique, 11 acide 3,4-diméthoxycinnamique, 26
pinocembrine, 29 pinobanksine-3-acétate, 30 caféate de prényle, 34 chrysine, 33 CAPE, 35

galangine, 47 pinostrobine.
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()] Quantification des douze marqueurs dans les extraits

Les douze marqueurs ont été quantifiés dans six extraits de propolis: les trois extraits
alcooliques EtOH 70% (E01), MeOH (E02) et EtOH 96% (E03), I'extrait DCM (E04-2), I'extrait aqueux

(E05-1), et I'extrait mixte (E08-2). Les analyses ont été réalisées en triplicat et les résultats sont

rassemblés dans le tableau I1-7.

Tableau I1-7. Quantification des douze marqueurs dans six extraits de propolis

EO1 E02 EO3 E04-2 EO5-1 E08-2

Marqueurs EtOH 70% MeOH EtOH 95% DCM Aqueux mixte
Teneur (en mg/g d'extrait)

Ac caféique (4) 6.0+0.1 6.6+0.1 6.9+0.1 5.0+0.1 76.9+0.6 8.0+0.1
Ac p-coumarique (7) 11.1+0.1 | 10.2+0.1 | 10.7+£0.1 | 154+0.1 | 61.4+03 | 12.0t0.1
Ac férulique (8) 44+0.1 39101 4.1+0.1 6.2+0.1 20.8+0.4 | 4.2+0.1
Ac isoférulique (9) 4.410.1 4.1+0.1 45+0.1 6.51£0.1 16.2+0.2 46+0.1
Ac 3,4-diméthoxy. (11) 7.7+0.1 7.1+£0.1 7.7+0.1 10.8+0.1 9.9+0.1 7.7+0.1
Pinocembrine (26) 334+0.2 | 33.0+£0.2 | 35.2+0.2 | 49604 - 36.8+0.3
Pinobanksine-3-ac (29) 387+05 | 38.1+0.2 | 40.2+0.3 | 59.1+£0.5 - 42.8+0.4
Caféate prényle (30) 20.2+03 | 19.5+0.2 | 20.2+05 | 27.4+0.3 - 22.0+0.4
Chrysine (34) 23.5+0.2 | 23.1+£0.2 | 24.7+£0.1 | 36.5+04 - 27.6+0.2
CAPE (33) 10.6+0.2 | 104+04 | 11.2+0.2 | 15.8+0.7 - 11.8+0.2
Galangine (35) 20.7+£0.3 | 204+0.5 | 219+0.2 | 31.1+0.8 - 23.5+04
Pinostrobine (47) 129+0.3 | 10.0+0.2 | 10.7+£0.1 8.1+04 - 7.8+0.3
Total 193.7+1.8(186.5+1.8|1953+1.1|271.6+3.5]|1853+15(2089+2.4

Comme déja souligné lors de I'étude des profils chromatographiques des différents extraits,
I'extrait aqueux contient majoritairement des acides phénoliques et notamment les acides caféique
(4) et p-coumarique (7) avec respectivement 77 et 61 mg/g. Dans les autres extraits dits
organiques, la pinobanksine-3-acétate (29) est toujours majoritaire, suivie de la pinocembrine (26),
la chrysine (34), la galangine (35) et le caféate de prényle (30). L'extrait DCM est celui qui obtient la
meilleure teneur cumulée en 12 marqueurs a savoir 272 mg/g, alors que les valeurs les plus faibles
sont obtenues pour I'extrait aqueux et MeOH (185 et 186 mg/g). Mais pour I'extrait aqueux, la teneur
cumulée est calculée sur uniquement cing marqueurs détectés.

Les mémes trois premiers composés majoritaires ont été retrouvés dans plusieurs propolis

/.51

d'origines géographiques trés différentes. Kumazawa et al.”’ ont ainsi montré que dans des propolis

originaires de Chine (Hebei, Hubei et Zhenjiang) ou de Hongrie, la chrysine apparaissait largement
la pinobanksine-3-acétate alors qu'en Uruguay, la

majoritaire devant la pinocembrine et

pinobanksine-3-acétate devancait la chrysine et la pinocembrine.
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5.3.2. Quantification des autres constituants de I’extrait DCM

La quantification des composés, autres que les douze marqueurs quantifiés précédemment par
HPLC, a été évaluée en fonction de la masse récupérée aprés purification (partielle ou complete) et
des puretés HPLC (mesurées au “max plot” i.e. somme des longueurs d’onde) des différentes
fractions issues des chromatographies Flash. Les teneurs estimées des 52 composés sont ainsi

rassemblées dans le tableau I1-8.

Tableau I1-8. Teneur (en mg/ ¢g) des 52 composés identifiés dans la propolis frangaise étudiée

N° Composé ;I‘;r; l;r) N° Composé {:1'; 1:;)
1 3,4-dihydroxybenzaldéhyde traces® |27 Caféate de benzyle 9.6°
2 Acide 4-hydroxybenzoigue traces® |28 Caféate d’isopent-3-ényle 19.9°
3 4-hydroxybenzaldéhyde 0.2° 29 Pinobanksine-3-acétate 59.1°
4 Acide caféique 5.0°¢ 30 Caféate de prényle 27.4°¢
5 Vanilline 0.4° 31 2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol 17.3°
6 4-hydroxyacétophénone 0.4° 32 ? Dérivé d'acide p-coumarique 0.4°?
7 Acide p-coumarique 15.4° 33 Caféate de phényléthyle (CAPE) 15.8°
8 Acide férulique 6.2° 34 Chrysine 36.5°
9 Acide isoférulique 6.5°¢ 35 p-coumarate de benzyle 17.9°
10 Acide benzoique 3.3° 36 Galangine 31.1°
11 Ac. 3,4-diméthoxycinnamique 10.8° 37 Férulate de benzyle 1.1
12 Acide 3-phénylpropanoique traces® |38 Férulate de prényle 1.1°
13 5-méthylpinobanksine 3.0° 39 Rhamnocitrine traces?®
14 Acide cinnamique 1.7° 40 Kaempféride traces?
15  Acide 4-méthoxycinnamique 3.6° 41 Phenylallyl pinocembrine 0.3°
16 Naringénine 0.4° 42 Caféate de cinnamyle 8.3°
17  Pinobanksine 5.0° 43 Dérivé de la catéchine 0.6°
18 Quercétine traces® |44 Isoférulate de cinnamyle 3.4°
19 3-méthylquercétine traces® |45 p-coumarate de cinnamyle 8.3°
20 5-méthylpinocembrine traces® |46 Alpinone-3-acétate 8.2
21 1,3-dicoumaroylglycérol traces® |47 Pinostrobine 8.1°¢
22 1-féruloyl-3-coumaroylglycérol traces® |48 Tectochrysine 9.1°
23 Kaempférol traces® |49 Cinnamate de benzyle 2.6°
24 Apigénine traces® |50 Benzoate de cinnamyle 1.4°
25 Acide cinnamylidene acétique 2.0° 51 Cinnamate de cinnamyle 3.9°
26 Pinocembrine 49.6°¢ 52 Cinnamylidene acétate de cinnamyle 2.4°

® d’aprés identification HPLC/DAD/MS (en trés faible quantité), ® d’aprés gravimétrie et puretés HPLC
max plot, ° d’aprés quantification HPLC/DAD

Parmi les 52 composés quantifiés, 12 sont présents a I'état de traces, 7 ont une teneur comprise
entre 0.2 a 1.0 mg/g, 14 entre 1.1 et 5.0 mg/g et 19 ont une teneur supérieure a 5.1 mg/g. La
teneur cumulée des 52 composés atteint donc environ 407 mg par gramme d’extrait, sachant que

I'extrait contient notamment encore de la cire, et probablement d’autres classes de composés
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chimiques tels que les acides aliphatiques, acides et esters gras, dérivés des sucres ou encore
composés terpéniques* non identifiés ici.

Dans I'extrait DCM, la quantité des 12 marqueurs choisis s'étend de 5.0 mg/g pour I'acide
caféique (4) jusqu’a 59.1 mg/g pour la pinobanksine-3-acétate (29), le composé majoritaire.
D’autres composés, situés dans cette fourchette, tels que les caféates de benzyle (27, 9.6 mg/g) ou
d’isopent-3-enyle (28, 19.9 mg/g), le 2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol (31, 17.3 mg/g), le p-
coumarate de benzyle (35, 17.9 mg/g) ou encore la tectochrysine (48, 9.1 mg/g) auraient
également pu étre choisis comme marqueurs, mais cela aurait engendré un trop grand nombre de
composes “caractéristiques” a quantifier.

Parmi les 12 marqueurs choisis au départ, on remarque que cinq d’entre eux sont les composés
majoritaires (29, 26, 34, 36 et 30) contenus dans les extraits organiques. Le but étant aussi de
quantifier les composés majoritaires contenus dans les extraits aqueux, le choix des dérivés d’acides
cinnamiques (4, 7, 8, 9 et 11) était donc également justifié (cf. tableau |1-7 page 105). Le CAPE
(33), méme s’il ne fait pas partie des composés majoritaires, est un marqueur incontournable de la
propolis de type peuplier®®. Enfin la pinostrobine (47), une flavanone moins polaire caractéristique
également de ce type de propolis, a permis de compléter le registre de polarité des différents
composés. Les 12 marqueurs sélectionnés permettent donc de caractériser rapidement, par HPLC,
une propolis de type peuplier et leur quantification, d’évaluer les différences de qualité de divers
échantillons de propolis. Dans un souci de simplification et de minimisation du colt, une sélection
réduite, ne contenant que les sept composés les plus représentatifs, pourrait étre proposée a
I'entreprise Ballot-Flurin : I'acide caféique (1 acide phénolique), le caféate de prényle et le CAPE (2
esters phénoliques), la pinocembrine (1 flavanone), la pinobanksine-3-acétate (1 dihydroflavonol), la

chrysine (1 flavone) et la galangine (1 flavonol).

6. Conclusion

La caractérisation chimique exhaustive de I'extrait DCM de propolis Ballot-Flurin a permis de
mettre en évidence la présence de nombreux métabolites secondaires tels que des acides et esters
phénoliques et des flavonoides caractéristiques des propolis de type peuplier. Parmi ces métabolites,
deux nouvelles molécules ont été identifiées. La premiére, une flavanone, est un dérivé de la
pinocembrine, la 6-[(3”,4”-dihydroxyphényl)prop-2-én-1-yl]pinocembrine (41) et la deuxieme, est
un dérivé de la catéchine (flavan-3-ol), la 8-[(E)-phénylprop-2-én-1-one]-5-méthoxycatéchine (43).
Ces deux molécules pourraient-elles alors étre reconnues en tant que marqueurs spécifiques de la
propolis Ballot-Flurin ? 41 s’étant rapidement dégradé, seule la présence de 43 a pu étre recherchée
dans les 24 lots constituant le mélange initial de propolis Ballot-Flurin. Ce dérivé de la catéchine

apparaissait dans 20 lots différents. 43 est donc bien présent dans une grande majorité de lots de
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propolis issus du territoire francais (étude confidentielle). Cette caractéristique ne se limite cependant
pas & ce seul territoire puisque 43 est aussi présent dans une propolis italienne’. A 'opposé, 43 est
absent d’une propolis ivoirienne (cf. chapitre V) également, par son profil chimique, de type peuplier.
Le composé 43 pourrait alors représenter un marqueur d’'une région européenne. Des analyses
HPLC/UV/MS complémentaires sur différents lots de propolis provenant d’Europe devront étre

réalisées pour confirmer ou infirmer cette hypothése.

7. Partie expérimentale

7.1. Réactifs et standards

Le réactif de Folin-Ciocalteu, le chlorure d’aluminium hexahydraté, l'acétate de potassium, la
2,4-dinitrophénylhydrazine (DNP), I'acide formique, l'acide gallique, la quercétine, la naringénine,
I'acide p-coumarique, l'acide férulique, I'acide isoférulique, I'acide 3,4-diméthoxycinnamique, le
caféate de prényle, tous de pureté analytique, ont été achetés chez Sigma-Aldrich (St Quentin
Fallavier, France). L'acide caféique et la chrysine proviennent d’Acros Organics (Geel, Belgium). La
galangine a été achetée chez Extrasynthese (Genay, France) et le caféate de phényléthyle (CAPE)
chez Tocris biosciences (Bristol, United Kingdom). La pinocembrine, la pinobanksin-3-acétate et la

pinostrobine ont été isolées a partir de I'extrait DCM de propolis.

7.2. Instrumentation

Le pouvoir rotatoire a été mesuré a l'aide d'un polarimetre JASCO P-2000. La source
monochromatique est la raie D du sodium et la cuve utilisée mesurait 5 cm.

Le spectre infrarouge (IR) a été enregistré sur un spectrometre Bruker Vertex 70.

Le spectrometre de masse couplé a I'HPLC est un appareil Bruker Esquire 3000+ composé d’un
analyseur a trappe d’ions et équipé d’une source d’ionisation électrospray (ESI) (cf. section 7.4.3).
Les données ont été traitées avec le logiciel Data Analysis. Les analyses HRESIMS ont été réalisées
sur un appareil Thermo Fisher Scientific LTQ-Orbitrap™.

Les expériences de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été effectuées sur les appareils
Jeol GSX & 270 MHz pour 'H et 67.5 MHz pour '3C (spectres 1D) ou Bruker Avance a 500 MHz pour 'H
et 125 MHz pour '*C (spectres 1D et 2D) en utilisant le chloroforme-d, le méthanol-d,, I'acétone-ds ou
encore le DMSO-d,. Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm (partie par million) et calibrés
par rapport au solvant (pic de solvant non deutéré pour 'H, signal di au signal deutéré pour '°C) pris

comme référence interne. Les constantes de couplage sont exprimées en hertz (Hz).

" Résultats non présentés dans ce travail de thése
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Les absorbances (dosages spectrophotométriques) ont été mesurées a l'aide du lecteur de

microplaques Tecan Infinite M200.

7.3. Extractions

7.3.1. Premieres macérations alcooliques (E01 et E02)

Dans un erlenmeyer, 1g de propolis cryobroyée est additionné de 20 mL de solvant. Aprés 24h
sous agitation magnétique (a température ambiante) ou 2h sous ultrasons (en essayant de maintenir
la température entre 25 et 30°C a l'aide de glagons), la solution est filtrée sous vide sur verre fritté
(porosité 3). Le résidu est repris par 20 mL de solvant. Trois extractions successives sont réalisées de
la sorte. Les trois filtrats sont rassemblés, puis évaporés sous pression réduite pour donner un extrait

SecC.

7.3.2. Macération éthanolique (EEP : E03)

Dans un erlenmeyer, 1g de propolis cryobroyée est additionné de 20 mL de solvant. Aprés 3x2h
d’agitation, la solution est filtrée sous vide sur verre fritté (porosité 3). Les trois filtrats sont
rassemblés, placés une nuit au congélateur a -18°C afin de faire précipiter les cires. Les cires sont

alors filtrées a froid. Le filtrat final est évaporé sous pression réduite pour donner un extrait sec.

7.3.3. Extractions successives
a) Extraction par le cyclohexane (E04-1, EO7-1, E08-1)

Dans un erlenmeyer, 1g de propolis cryobroyée est additionné de 20 mL de solvant. Aprés 3x2h,
la solution est filtrée sous vide sur verre fritté (porosité 3). Les trois filtrats sont rassemblés, puis

évaporés sous pression réduite pour donner un extrait sec. L’'extrait obtenu est jaune et pateux.

b)  Extractions par le DCM (E04-2, E06-2, E07-3), AcOEt, MeOH (E04-3 et 4), EtOH
90% (E05-2), DCM/ MeOH/ H,0 (E08-2)

Le résidu issu de I'extraction précédente est repris dans 20 mL de solvant. Aprés 3x2h, la
solution est filtrée sous vide sur verre fritté (porosité 3). Les trois filtrats sont rassemblés, puis

évaporés sous pression réduite pour donner un extrait sec.

c) Extraction aqueuse (E05-1, E06-1, E07-2)

Dans un bécher, 1g de propolis cryobroyée est additionné de 20 mL d’eau Milli Q. L’ébullition est
maintenue pendant 15 min, sous agitation magnétique, au moyen d’un bain de sable. Aprés
refroidissement, la pellicule de cire est retirée et la solution est filtrée sous vide sur verre fritté

(porosité 3). Le filtrat est évaporé sous pression réduite pour donner un extrait sec.
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7.4. Analyses HPLC

7.4.1. Préparation des échantillons
Les extraits secs sont dissous dans du MeOH qualité HPLC (10 mg/mL pour les extraits
organiques et 5 mg/mL pour I'extrait aqueux) et centrifugés a 13 000 rpm pendant 10 min avant

d’étre placés dans des vials.

7.4.2. Analyses HPLC/ DAD (méthode 1)

Les échantillons (injection de 10 pL) sont analysés au moyen d’'un module de séparation HPLC
Waters 2695° équipé d'un détecteur a barrette de diodes Waters 2996® sur une colonne
Lichrospher® 100 RP-18 (125x4 mm d.i., 5 um) protégée par un cartouche de protection 4-4
Lichrocart® (4x4 mm d.i.), & un débit de 1 mL/min. La phase mobile est composée d’eau contenant
0.1% d'acide formique (solvant A) et de MeOH (solvant B). La séparation a été effectuée en utilisant
le gradient linéaire suivant : de 25 & 100% de B en 40 min. La détection UV est réalisée sur une
plage de longueurs d'onde allant de 200 & 400 nm. Les profils chromatographiques sont présentés a
280 nm.

7.4.3. Analyses HPLC/ UV/ MS"

Les échantillons secs sont dissous dans le MeOH (10 mg pour les extraits et 5 mg pour les
fractions) et analysés, selon la méthode 1, au moyen d’'un module de séparation HPLC Waters 2795°
équipé d'un détecteur & deux longueurs d'onde dual A Waters 2487®, couplés & un spectrométre de
masse Bruker Esquire 3000+, composé d’'un analyseur trappe d’ions avec une source d’ ionisation
électrospray (ESI) en modes positif et négatif, avec les conditions suivantes : gaz vecteur, He;
amplitude d’énergie de collision, 1.3 V; gaz séchant et de nébulisation, N,, 7 L/min; pression du gaz
de nébulisation, 30 psi; température de séchage, 340°C; débit, 1.0 mL/min; ratio 1:9; plage de

mesures m/z 100-1000.

7.5. Dosages spectrophotométriques

7.5.1. Polyphénols totaux

Le protocole utilisé est adapté de celui de Rebiai et al. (2011)%. 20 uL d’extrait (a 2.5 mg/mL
dans MeOH) sont mélangés avec 280 uL d’eau et 100 uL du réactif de Folin-Ciocalteu. Le mélange est
agité pendant 3 minutes: la solution jaune (due au réactif de Folin-Ciocalteu) se colore
progressivement en vert et ce d’autant plus que la concentration en composés phénoliques est
élevée. Sont ajoutés ensuite 1200 L d’eau et 400 L de solution aqueuse Na,CO; 20% : la solution
basique de Na,CO; 20% permet alors de neutraliser I'excés du réactif de Folin-Ciocalteu, un
dégagement de CO, est observé et la solution devient bleue. Un blanc est réalisé de la méme fagon

en remplagant la solution d’extrait par du méthanol. 200 uL de chaque solution sont placés dans les
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puits d’'une microplaque. L'absorbance est mesurée a 760 nm aprés 30 min & l'obscurité et a
température ambiante au moyen du lecteur de microplaques TecanR Infinite M200. Le test est réalisé
trois fois (n=3). Le standard utilisé pour réaliser la droite d’étalonnage est I'acide gallique (Figure Il-
97) car, bien qu’il ne soit pas présent en grande quantité dans la propolis, ce polyphénol est
fréquemment utilisé lors de la détermination des taux de polyphénols totaux, permettant ainsi la

comparaison avec d’autres propolis.

)
H
° OH

HO
H

Figure I1-97. Acide gallique

Des solutions filles d’acide galligue de concentrations 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 et 1.2 mg/mL dans
MeOH, préparées a partir d'une solution mére a 5.0 mg/mL (réalisées en triple exemplaires), ont
permis d’établir la droite d’étalonnage suivante avec un coefficient de détermination de 0.9941
(Figure 11-98) :

0,800

Droite d'étalonnage PT
0,700

0,600 //
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concentration en acide gallique (mg/mL)

Figure 11-98. Droite d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux

Les taux de PT des différents extraits sont calculés de la fagon suivante :

Concentration de PT en GAE
Taux de PT = - — X 1000
Concentration de I'extrait

Ou :
+ Concentration de PT en GAE (Equivalent d’Acide Gallique) déduite a partir de I'absorbance de
I’échantillon a l'aide de la droite d’étalonnage (en mg/mL)

4+ Concentration de I'extrait de propolis (mg/mL)
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Les taux de PT sont donc exprimés en milligrammes d’équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait (mg GAE/g).

7.5.2. Flavones/ flavonols

Les taux de flavones/flavonols sont déterminés en appliquant la méthode de Woisky et
Salatino*’ 1égérement modifiée. 300 pL d’éthanol 95% sont mélangés avec 100 pL de la solution
d’extrait (a 1.5 mg/mL dans I'éthanol 80%), puis sont ajoutés 20 pL d’une solution aqueuse de
chlorure d’aluminium a 10%, 20 uL d’une solution aqueuse d’acétate de potassium 1M et 560 pL
d’eau Milli Q. Aprés agitation, la solution se colore en jaune vif due a la formation du complexe stable
entre les flavones/flavonols et AICI; et d’autant plus que leur concentration est importante. 200 uL de
chaque solution sont placés dans les puits d’'une microplaque (dosage réalisé en triple exemplaire). La
solution aqueuse de chlorure d’aluminium est remplacée par la méme quantité d’eau Milli Q pour
réaliser un blanc et ce, pour chaque solution d’extrait car il faut soustraire I'absorbance intrinséque de
I'extrait (le plus souvent de couleur jaune-orangée). Aprés 30 min a température ambiante,
I'absorbance est mesurée a 415 nm au moyen du lecteur de microplaques. Le standard utilisé ici est

un flavonol, la quercétine (Figure 11-99).

Figure 11-99. Quercétine (18)

Des solutions de quercétine de concentrations 25, 50, 100, 150 et 200 pg/mL ont été réalisées

(en triple exemplaire) afin d’établir la droite d’étalonnage avec un coefficient de détermination de
0.9988 (Figure 11-100).
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Figure 11-100. Droite d’étalonnage du dosage des flavones/ flavonols
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Les taux de FF, exprimés en milligrammes d’'Equivalent Quercétine par gramme d’extrait (mg

QE/g), sont calculés de la méme fagon que pour les taux de PT :

Concentration de FF en QE
Taux de FF = - —X 1000
Concentration de I’ extrait

Ou :
+ Concentration de FF en QE (Equivalent de Quercétine) déduite a partir de I'absorbance de
I’échantillon a I'aide de la droite d’étalonnage (en mg/mL)

+ Concentration de I'extrait de propolis (mg/mL)

7.5.3. Flavanones/ dihydroflavonols

La méthode de Nagy et Grancai‘® utilisée pour doser les flavanones et dihydroflavonols présents
dans les extraits de propolis a été quelque peu modifiée. 200 uL de la solution d’extrait (a 2.5 mg/mL
dans le méthanol), dilués avec 100 uL de méthanol réagissent avec 200 pL d’une solution acide
méthanolique de DNP (500 mg de DNP mélangés avec 1 mL d’acide sulfurique 96% et dilués jusqu’a
50 mL avec du méthanol) a 50°C pendant 50 min. La solution de couleur jaune (due a la DNP acide)
passe progressivement a I'orangé et ce d’autant plus que la concentration en FD est élevée. Apres
refroidissement a température ambiante, 400 uL de ce mélange sont collectés et mélangés avec 400
uL d’'une solution d’hydroxyde de potassium 20% dans I'éthanol 70%. La solution basique a pour but
de neutraliser I'hydrazone protonée formée ainsi que I'exces de DNP, cette derniere sous forme
basique étant tres peu soluble dans MeOH. Il se forme alors un précipité et la solution se colore en
marron foncé. Le précipité formé est ensuite éliminé par centrifugation a 5000 rpm pendant 10 min.
40 pL du surnageant sont alors mélangés a 360 pL d’une solution méthanolique d’hydroxyde de
potassium 1% (de fagon a s’assurer que le milieu reste basique) puis 200 uL de chaque solution sont
déposés dans les puits de la microplaque. Un blanc unique est préparé de la méme fagon en
remplagant la solution d’extrait par du méthanol. L’absorbance est mesurée a 495 nm au moyen du

lecteur de microplaques. Le standard utilisé pour ce dosage est une flavanone, la naringénine (Figure

11-101).
OH
HO 0 ©/

H

Figure I1-101. Naringénine (16)

Des solutions de naringénine a 0.25, 0.50, 1.00, 1.50 et 2.00 mg/mL dans MeOH ont permis la

construction de la droite d’étalonnage avec un coefficient de détermination de 0.9999 (Figure [1-102).
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Figure 11-102. Droite d’étalonnage du dosage des flavanones/ dihydroflavonols

Les taux de FD, exprimés en milligrammes d’Equivalent Naringénine par gramme d’extrait (mg
NE/g), sont calculés de la fagon suivante :

Concentration de FD en NE
Taux de FD = - — X 1000
Concentration de |'extrait

Ou :
+ Concentration de FD en NE (Equivalent de Naringénine) déduite a partir de I'absorbance de
I’échantillon a l'aide de la droite d’étalonnage (en mg/mL)

+ Concentration de I'extrait de propolis (mg/mL)

7.6. Fractionnements et purifications

La technique de fractionnement choisie fut la chromatographie Flash. En effet, cette technique
de chromatographie sur colonne (CC) sous pression permet de réduire le temps de fractionnement
ainsi que la quantité de solvant utilisée par rapport a une colonne ouverte. Elle présente également
I'avantage d'un fonctionnement automatisé en systeme fermé, donc plus sécuritaire. Aprés avoir
réalisé plusieurs extraits par différents solvants, le choix de I'extraction a plus grande échelle s’est
porté sur celle par le DCM (rendement de 50%) précédée de I'extraction cyclohexanique (comme
E04-2 DCM).

7.6.1. Chromatographie Flash de I’extrait DCM (CF2)
a) Extraction dichlorométhanique de 50 g de propolis (E09)

50 g de propolis cryobroyée ont tout d’abord été extraits trois fois par 200 mL de cyclohexane
pendant 2h afin d’éliminer le maximum de cires. Aprés filtration sous vide sur verre fritté, les filtrats

ont été rassemblés et évaporés sous pression réduite pour donner 16.4 g d’extrait cyclohexanique
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(32.8%). Le résidu a alors été repris quatre fois par 200 mL de DCM pendant 2h, puis encore deux
fois par 100 mL de DCM pendant 1h afin de donner, apres filtration, 25.0 g d’extrait DCM sec
(rendement de 50.0%).

Un premier essai de fractionnement sur 3 g d’extrait DCM (CF1) a été réalisé en vue d’ajuster

au mieux les conditions pour le fractionnement sur 21 g (CF2).

b) Préparation du dépot solide

21 g d'extrait DCM ont été dissous dans 200 mL de DCM dans lesquels ont été ajoutés 42 g de
gel de silice (extrait/silice: 1/2). Le mélange a été évaporé sous pression réduite jusqu’a obtention

d’une poudre fine séche.

c) Fractionnement

Le fractionnement a été réalisé sur un appareil CombiFlash Rf Teledyne ISCO avec une colonne
de silice (Interchim PF-50SI HC/300g, 50 um, 20 bars) a un débit de 100 mL/min en utilisant le
gradient de solvant suivant: cyclohexane (CgHiz) 100% (2.0 L), GCgHi2:AcOEt 90:10 (1.7 L),
CeH12 :AcOEt 90:10 a 80 :20 (2.2 L), CgHy2 :AcOEt 80:20 a 70:30 (2.5 L), CsHy2 : AcOEt 70:30 a 60:40
(2.2 L), CgHyo:AcOEt 60:40 a 50:50 (3.0 L) puis DCM/MeOH 96:4 a 90:10 (3.0 L). 700 tubes de 25
mL ont été recueillis et rassemblés en 26 fractions (CF2-1 & 26) en tenant compte du
chromatogramme obtenu aux deux longueurs d’onde choisies (254 et 280 nm) ainsi que des analyses
CCM (éluants CgH;,:AcOEt 60:40 et DCM/MeOH 96:4, détection UV A 254 nm).

Les masses et pourcentages de chaque fraction, aprés évaporation du solvant, sont rassemblés

dans le tableau I1-9.
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Tableau I1-9. Masses et pourcentages de chaque fraction issue de I’extrait DCM E09-2 (21 g)

Masse fraction/ Masse fraction/

N° Tubes?® fraction extrait N° Tubes?® fraction extrait
(9) (%) (9) (%)
1 Ad-14 2.143 10.2 14 F24-G14 1.422 6.8
2 A15-24 1.521 7.2 15 G15-22 0.159 0.7
3 A25-48 1.173 5.6 16 G23-40 0.339 1.6
4 A49-B6 0.696 3.3 17 G41-H5 0.543 2.6
5 B7-40 0.384 1.8 18 H6-23 0.558 2.6
6 B41-C8 1.596 7.6 19 H24-70 1.032 4.9
7 C9-40 1.775 8.5 20 11-12 0.670 3.2
8 C41-63 1.298 6.2 21 113-15 0.078 0.4
9 C64-D32 1.302 6.2 22 116-22 2.027 9.7
10 D33-62 1.341 6.4 23 123-59 0.030 0.1
11 D63-E25 1.120 5.3 24 160-70 0.005 0.0
12 E26-F6 0.536 2.5 25 J1-52 0.151 0.7
13 F7-23 0.335 1.6 26 J53-70 0.021 0.1

 Chaque lettre compte 70 tubes

Les masses des fractions obtenues varient de quelques milligrammes a quelques grammes. Les
profils chromatographiques des 26 fractions, réalisés dans les mémes conditions que pour I'extrait
DCM, sont consultables dans I'annexe 6 page 359. Les fractions 1, 9, 11 par exemple contiennent de
nombreux pics, les fractions 4, 8, 10, 14 seulement deux ou trois pics. Enfin, les fractions 2 et 17
semblent, quant a elles, ne contenir qu'un seul composé. De plus, on note que certains pics (par
exemple vers 16-17 min et vers 22-23 min) sont présents dans des chromatogrammes, puis
disparaissent et réapparaissent. Plusieurs composés semblaient ainsi coélués dans I'extrait total. Le
fractionnement en phase normale a donc permis leur séparation. |l peut exister des différences au
niveau des temps de rétention (jusqu’a 1 min) entre certains chromatogrammes. En effet, la méthode
HPLC comprend un ringage au MeOH ainsi qu’'un retour aux conditions de départ afin de pouvoir
enchainer les analyses. Il s’est avéré qu’au début de la thése, le temps qui était alloué au retour aux

conditions initiales était un peu court, d’ou certains décalages possibles.

7.6.2. Purifications des fractions par chromatographie Flash

Toutes les chromatographies Flash ont été réalisées sur I'appareil CombiFlash Rf Teledyne 1SCO
en dépbt solide (avec silice C18 1:1 ou 1:2) sur la méme colonne en phase inverse (Interchim PF-
30C18 HC/6g, 30 um) et les mémes éluants H,O (A) et MeOH (B), excepté pour CF11 réalisée en

phase normale.
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a) CF3.CF2-18

500 mg de fraction CF2-18 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était
le suivant: 40% B (7 min), 40-50% B (2 min), 50% B (30 min) et le débit de 20 mL/min. Les
composés 9 et 13 n'ont pu étre séparés. Cependant, les tubes 28-34 contenaient 12.2 mg du

composé 43 (composé nouveau dérivé de la catéchine) qui a précipité.

b) CF4.CF2-19

500 mg de fraction CF2-19 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était
le suivant : 25% B (25 min), 25-35% B (1 min), 35% B (20 min) et le débit de 15 mL/min. Les tubes
5-8 contenaient 8.0 mg d’acide isoférulique (9) et les tubes 20-22, 25.9 mg (pur a 97% selon HPLC
max plot) de 5-méthylpinobanksine (13).

c) CF5.CF2-6

500 mg de fraction CF2-6 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était le
suivant : 25-30% B (20 min), 30-40% B (2 min), 40% B (8 min), 40-45% B (1 min), 45% B (12
min), 45-50% B (2 min), 50% B (20 min) et le débit de 15 mL/min. Les tubes 4-7 contenaient 10.2
mg d’acide benzoique (10). 17.4 mg de pinocembrine pure (26) ont été récupérés sous forme de
précipité dans le tube 31 et 123.5 mg de pinocembrine pure a 88% ont été recueillis dans les tubes
24-30. Les tubes 36-37 contenaient également 14.5 mg d’un mélange 50/50 de férulates de benzyle
et de prényle (37 et 38).

d) CF6.CF2-8

500 mg de fraction CF2-8 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était le
suivant : 30-45% B (20 min), 45% B (30 min), 45-48% B (5 min), 48-55% B (5 min), 55% B (8
min), 55-60% B (1 min), 60%B (12 min) et le débit de 20 mL/min. Les tubes 6-8 contenaient 3.0 mg
d’acide cinnamique (14). 20.3 mg de pinobanksine-3-acétate pure (29) ont été récupérés dans les
tubes 28-30&34 et 226.5 mg de cette méme pinobanksine-3-acétate mais pure seulement a 90% ont
été recueillis dans les tubes 31-32 et 37-53. Enfin, les tubes 71-87 contenaient 27.9 mg d’isoférulate

de cinnamyle (44).

e) CF7.CF2-13

300 mg de fraction CF2-13 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était
le suivant : 30-45% B (20 min), 45% B (20 min), 45-50% B (10 min), 50-60% B (5 min), 60% B (5
min) et le débit de 15 mL/min. Les tubes 12-14 contenaient 1.4 mg d’acide 3,4-diméthoxycinnamique

(11). 3.8 mg de naringénine (16) pure a 68% ont été récupérés dans les tubes 20-22. Le composé
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32 non identifié (pur a 92%) a été recueilli dans les tubes 36-40 (10.1 mg) et le composé nouveau

41 (phénylallylpinocembrine) pur a 86% a été recueilli dans les tubes 60-63.

f)  CF8.CF2-7

500 mg de fraction CF2-7 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était le
suivant : 30-50% B (25 min), 50-60% B (25 min), 60-65% B (20 min) et le débit de 15 mL/min. Les
tubes 11-13 contenaient moins d’'un mg d’acide 3-phénylpropanoique (12). 48.2 mg de p-coumarate
de benzyle pur (35) ont été récupérés dans les tubes 44-46 (avec 29.7 mg de ce méme p-coumarate
de benzyle pur a 75% dans les tubes 58-62 et 82.2 mg pur a 70% dans les tubes 42-43 et 47-48).
19.2 mg de galangine (36) pure a 75% ont également été récupérés dans les tubes 53-54 (avec 92.3
mg en mélange dans les tubes 49-52 et 55-57). Enfin, les tubes 58-62 contenaient 54.9 mg de p-

coumarate de cinnamyle (45) pur a 76%.

g) CF9.CF2-9

500 mg de fraction CF2-9 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était le
suivant : 30-60% B (50 min), 60-65% B (5 min), et le débit de 17 mL/min. Les tubes 2-6
contenaient 8.0 mg d’un mélange 20/40/40 de 4-hydroxybenzaldéhyde (3), de vanilline (5) et de 4-
hydroxyacétophénone (6). 32.7 mg de pinobanksine (17) pure a 95% ont été récupérés sous forme
de précipité dans les tubes 20-29. 18.0 mg d’acide cinnamylidéne acétique (25) pur a 85% ont
également été récupérés dans les tubes 30-34. Plus de 150 mg de chrysine pure (34) ont été
recueillis dans les tubes 76-82. Enfin, les tubes 47-53 contenaient 5.2 mg d'un mélange de

rhamnocitrine et de kaempféride (39 et 40) (33% des 2 composés avec 67% de chrysine).

h) CF10.CF2-11

500 mg de fraction CF2-11 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était
le suivant : 25-75% B (55 min) et le débit de 20 mL/min. Les tubes 16-18 contenaient 5.9 mg de
caféate de benzyle pur (27), obtenus aprés filtration du précipité. 25.1 mg de ce méme composé pur
a 75% ont été recueillis dans le filtrat 16-18 en y ajoutant le tube 19), mais aussi 60.9 mg purs a
60% dans les tubes 20-24 et 46.7 mg en mélange a 44% dans les tubes 25-27). 19.9 mg de caféate
de phényléthyle (CAPE) (33) pur seulement a 51% ont été récupérés dans les tubes 28-29, avec en
complément 60.9 mg en mélange a 40% dans les tubes 20-24 et 46.7 mg en mélange a 47% dans
les tubes 25-27. Enfin, 44.0 mg de caféate de cinnamyle (42) pur a 86% étaient contenus dans les

tubes 37-41, ainsi que 51.8 mg purs a 63% dans les tubes 30-36.
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i)  CF11.CF2-1

La fraction CF2-1 (200 mg), étant peu polaire, a été chromatographiée en phase normale (dépot
solide avec de la silice 1:3), sur une colonne silice (Grace, 24g). Les solvants utilisés étaient le
cyclohexane (A) et I'acétate d’éthyle (B) selon le gradient suivant : 1% B (30min), 2% B (5 min), 2-
5% B (2 min), 5% B (2 min), 5-30% (1 min), 30% B (5 min) avec un débit de 25 mL/min. Les tubes
28-30 ont recueilli 2.7 mg de benzoate de cinnamyle (50) et les tubes 31-36, 5.0 mg de cinnamate
de benzyle (49). Enfin, le cinnamylidene acétate de cinnamyle (52) a été recueilli dans le tube 59
(4.8 mg).

i) CF12.CF2-20

500 mg de fraction CF2-20 ont été chromatographiés en phase inverse. Le gradient utilisé était
le suivant : 30-40% B (20 min), 40-43% B (20 min), 43-50% B (10 min) et le débit de 15 mL/min.
Les tubes 25-29 contenaient 3.7 mg de 5-méthylpinocembrine (20) pure a 77%. Puis, 7.0 mg d’un
mélange de 1,3-dicoumaroylglycérol (21) et de 1-féruloyl-3-coumaroylglycérol (22) purs seulement

a 96% ont été récupérés dans les tubes 31-40.

7.6.3. Essai de purification par HPLC préparative

L’essai de purification du composé 41 contenu dans la fraction CF7_60-63 par HPLC préparative
a été réalisé sur un appareil Varian ProStar 210 avec une colonne Varian Dynamax C18 (250 mm x
21.4 mm, 10 um). Les conditions de séparation ont tout d’abord été optimisées en HPLC analytique
avec une colonne Varian Omnispher 5 C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um), puis une transposition a été

faite grace a la formule suivante :
Lp Dp\* Fa
w=1ax(zg) % (5) &)
Ou :
tp et ta : temps d’élution en préparatif et en analytique
Lp et La : longueurs de colonne préparative et analytique

Dp et Da : diameétres de colonne préparative et analytique

Fp et Fa : débits du solvant en préparatif et analytique

Ainsi les colonnes étant de méme longueur, si on désire le méme temps d’élution en préparatif,
il faut appliquer un débit de 21.64 mL/min soit environ 20 mL/min (par rapport & un débit de 1
mL/min en analytique). Il faut noter que cette transposition est simplifiée car on ne tient pas compte
de la différence de granulométrie (5 um pour la colonne analytique et 10 um pour la préparative).

Les conditions de séparation par HPLC préparative étaient les suivantes : systéme isocratique
40% H,0, 60% MeOH avec un débit de 20 mL/min. 8.0 mg de fraction CF7_60-63 ont été dissous
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dans 1.5 mL de l'éluant H,O/MeOH 40/60 puis injectés dans le systéme. Suite a un probleme
technique, la séparation s’est effectuée sur 2h30 au lieu de 30 min. Trés peu de composé 41 a donc

été récupéré car une grande majorité s’est dégradée.

7.7. Quantification des douze marqueurs par HPLC/ DAD

7.7.1. Procédure HPLC/ DAD optimisée (méthode 2)

5 mg d’extrait sec de propolis sont dissous dans 1 mL de MeOH et filtrés sur un filtre a
membrane nylon 0.2 um avant injection. Les échantillons (injection de 10 pL) sont analysés au
moyen d’un module de séparation HPLC Waters 2695® équipé d'un détecteur & barrette de diodes
Waters 2996®, sur une colonne Phenomenex Luna 3 pym C18 100 A (150x4.6 mm d.i., 3 pum)
protégée par un cartouche de protection Phenomenex SecurityGuard (4x3 mm d.i.), a un débit de 0.4
mL/min. La phase mobile est composée d’eau contenant 0.1% d'acide formique (solvant A) et de
MeOH contenant 0.1% d'acide formique (solvant B). La séparation a été effectuée en utilisant le
gradient suivant : 40% B (0-10 min), 40-50% B (10-25 min), 50-60% B (25-55 min), 60-90% (55-

70 min), 90% B (70-80 min). La quantification est réalisée a 280 nm.

7.7.2. Droites d’étalonnage
Des solutions méres dans MeOH des douze marqueurs de concentrations allant de 0.2 a 1.0
mg/mL ont été préparées et diluées au 3/4, 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16. Les équations et coefficients de

corrélation des droites d’étalonnage sont rassemblés dans le tableau I1-10.

Tableau I1-10. Equations et coefficients de corrélation des droites d’étalonnage des 12 marqueurs

Concentr‘atlon Equation de Coefficient de

Marqueurs sol. mére . e 2

droite corrélation (R?)

(mg/ mL)

Acide caféique (4) 0.5 y=78.027x 0.9999
Acide p-coumarique (7) 0.5 y=113.20x 0.9999
Acide férulique (8) 0.3 y=78.364x 0.9999
Acide isoférulique (9) 0.3 y=103.68x 0.9998
Acide 3,4-diméthoxycinnamque (11) 0.3 y=77.748x 0.9998
Pinocembrine (26) 0.8 y=54.982x 0.9998
Pinobanksine-3-acétate (29) 1.0 y=49.022x 0.9994
Caféate de prényle (30) 0.4 y=60.462x 0.9987
Chrysine (34) 0.8 y=100.4x 0.9998
CAPE (33) 0.3 y=43.434x 0.9996
Galangine (35) 0.6 y=48.653x 0.9984
Pinostrobine (47) 0.2 y=93.633x 0.9995
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7.8. Détection HPLC/ UV du dérivé de la catéchine

Le dérivé de la catéchine (43) a été analysé par HPLC/UV selon les conditions de la méthode 2
(précédemment définie dans la section 7.7.1). Il présente un temps de rétention de 68.9 min (Figure
[1-103).
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Figure 11-103. Chromatogramme HPLC et profil UV du composé 43 (méthode 2)
Les chromatogrammes HPLC des 24 lots constituant le mélange de propolis de Ballot-Flurin ont

été comparés un a un a celui du composé 43 afin de valider ou non la présence de ce composé

(d’aprés son temps de rétention et son profil UV).
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Apres avoir déterminé la composition chimique de la propolis Ballot-Flurin, nous allons nous
intéresser a ses activités biologiques. Dans le cadre de cette thése, quatre activités biologiques ont
été évaluées. Parmi ces activités, trois sont couramment associées aux propolis mais néanmoins
incontournables, il s’agit des activités antioxydantes, antifongiques et antibactériennes. Une autre
activité, jamais évaluée auparavant pour la propolis, est I'activité antiglycante ou anti-AGEs, analysée
par le biais d'un test original développé au sein de notre laboratoire. Les activités antioxydantes et
anti-AGEs seront exposées dans la premiére partie de ce chapitre, suivies, dans la seconde partie,

des activités antifongiques et antibactériennes.

1. Activités antioxydantes et anti-AGEs

1.1.  Activité antioxydante

L’activité antioxydante (activité AO) d’'un extrait correspond a sa capacité a protéger un substrat
de 'oxydation, notamment par le piégeage des radicaux libres. Deux méthodes ont été choisies afin
d’évaluer l'activité antioxydante des différents extraits de propolis BFA : la méthode colorimétrique
DPPH et la méthode fluorimétrique ORAC.

1.1.1. Méthode DPPH
a) Principe

Cette méthode est basée sur la dégradation du radical DPPH" (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle).
Ce dernier posséde un électron non apparié sur un atome d’azote (Figure Ill-1). Du fait de la
délocalisation, les radicaux ne forment pas de diméres entre eux, c’est pourquoi DPPH’ reste dans sa
forme monomeére relativement stable a température ambiante. Cette délocalisation est aussi
responsable de la coloration bleue-violette caractéristique de la solution de DPPH'. Un antioxydant
aura la capacité de donner un électron singulet au radical DPPH' (mécanisme de transfert d’électron
singulet SET) pour le stabiliser sous forme réduite (DPPH) ; la solution bleue-violette (DPPH’) se

décolore alors progressivement en jaune pale (DPPH), décoloration qui est facilement mesurable par

Q o
N NO,
G o

Figure I11-1. Structure du radical diphénylpicrylhydrazyle (DPPH")

spectrophotométrie 8 517 nm'.
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On mesure souvent la décroissance de la coloration violette au cours du temps, ce qui permet
de determiner I'ECs, (half maximal Extinction Coefficient), c'est a dire le temps apres lequel 50% de
la coloration initiale ont disparu. Mais cette méthode peut également étre standardisée ; c’est ce que
nous effectuons dans notre laboratoire. Les résultats sont ramenés a des équivalents Trolox, le Trolox
étant un analogue structural hydrosoluble de la vitamine E, et plus particulierement de I'a-tocophérol
(Figure 111-2), reconnu pour son activité antioxydante. Cette méthode standardisée est plus

particulierement utilisée dans les études d'extraits végétaux et alimentaires.

.0
N

'D”< OH

Trolox a-tocopherol

Figure I11-2. Structures du Trolox et de I'a-tocophérol (Vitamine E)

b)  Activité antioxydante DPPH des extraits de propolis

Les résultats, en ce qui concerne I'activité AO DPPH pour les différents extraits de propolis, sont

rassemblés sur la figure 111-3.

2500

Activité antioxydante (méthode DPPH)
2000 1912 o

1500

Activité (umol TE/g)

[EnY
u o
o o
o o
| |

Figure I11-3. Activité antioxydante des différents extraits de propolis par la méthode DPPH

L'activité AO des extraits de propolis par la méthode DPPH est comprise entre 1000 et 2000
umol d’équivalent Trolox par gramme d’extrait (umol TE/g). Ainsi, elle est 2 a 3 fois supérieure a
celle du témoin choisi : I'extrait éthanolique de romarin (E392), additif alimentaire récemment admis
par I'UE dans la catégorie des antioxydants [Journal officiel de I'Union Européenne (Directive
2010/67/UE — L 277/17)], qui posséde une activité antioxydante DPPH similaire a celle du o-
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tocophérol, et plus importante que celle du butylhydroxytoluéne (BHT)?%, autre additif alimentaire AO
mais de synthese, cette fois. Les trois extraits aqueux possédent des valeurs d’activité AO assez
élevées (de 1656 a 1912 umol TE/g) et les différences observées ne sont pas significatives (ANOVA,
P<0.05). Les extraits EO1 EtOH 70% et E08-2 mixte possédent également une forte activité AO. Les
valeurs des extraits alcooliques et DCM (E01-05) ne sont pas significativement différentes (ANOVA,
P<0.05). En revanche, les extraits DCM E06-2 et E07-3 sont les moins antioxydants.

De nombreuses études restituent le potentiel AO de la propolis en pourcentage de décroissance
du signal par rapport a un témoin caractérisé par une valeur d'ECso. Quelques articles récents (2009-
2012) I'expriment en équivalents Trolox. Ainsi, I'activité antioxydante de I'extrait EtOH de propolis
francaise (1605 umol TE/g) est supérieure a celles des EEP provenant de Gréce et de Chypre (entre
330 et 1110 umol TE/g)* et également & celle d’'un EEP provenant de Galapa en Colombie (190

)126

umol/g

1.1.2. Méthode ORAC
a) Principe

La méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) est basée sur la décroissance de la
fluorescence de la fluorescéine (structure figure 111-4) en présence de radicaux peroxyles générés par

I'AAPH [2,2'-azobis(2-amidinopropane) dichlorhydrate, structure figure 111-4].
HO 0. -~ .0

-
e x:r___

T\l NH \

- e
‘H._\;ﬂhm ':'--".-' o

___COOH 2N
ey + ZHCI

Fluaorescaine AAFH

Figure I11-4. Structures de la fluorescéine et de ’AAPH

Un antioxydant sera capable de protéger la fluorescéine et donc de retarder la perte de
fluorescence par stabilisation du radical peroxyle (mécanisme de transfert d’atome d’hydrogéne HAT).
Le test est réalisé en microplaques de 96 puits dans lesquels sont mesurés en paralléle le déclin de
I'intensité de fluorescence au cours du temps en présence de concentrations croissantes de Trolox et
des échantillons a tester utilisés a différentes concentrations. La méthode faisant intervenir une
cinétique, la mesure de I'aire sous la courbe de décroissance de la fluorescence permet de quantifier
la capacité antioxydante de I'’échantillon. Une comparaison des aires sous courbe obtenues avec la
gamme étalon permet d’exprimer les résultats en équivalents Trolox. La méthode ORAC,
standardisée, présente I'avantage de combiner a la fois une mesure de l'inhibition de la réaction

d’oxydation de la fluorescéine et la durée de cette inhibition.
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b)  Activité antioxydante ORAC des extraits de propolis

Les résultats de l'activité AO par la méthode ORAC pour les extraits de propolis sont consignés
sur la figure I11-5.

16000

Activité antioxydante (méthode ORAC)
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Figure I11-5. Activité antioxydante des différents extraits de propolis par la méthode ORAC

Par cette méthode, les valeurs de l'activité antioxydante des différents extraits de propolis sont
comprises entre 7000 et 14000 umol TE/g, soit de I'ordre de 3 a 6 fois supérieures a celle de I'extrait
de romarin E392. La valeur la plus élevée est observée pour un extrait aqueux (E06-1 avec 13897
umol TE/g), mais elle est tres différente de celles des autres extraits aqueux (E05-1 et E07-2 avec
8792 et 9722 umol TE/g). Cette valeur surestimée en sans doute due a une pesée entachée d’erreur
du fait du caractére dur et collant des extraits aqueux. Comme avec la méthode DPPH, les extraits
EO1 EtOH 70 et E08-2 mixte, en plus des extraits aqueux, possedent les valeurs les plus élevées. De
méme que pour le test DPPH, nous avons comparé la valeur de I'EEP frangais de BFA (8155 umol
TE/g), bien supérieure a celle de 'EEP provenant de Galapa en Colombie (1965 umol TE/g)'%.
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1.1.3. Relations composition-activité antioxydante
a) Relation taux de polyphénols totaux-activité antioxydante

Les activités antioxydantes DPPH et ORAC peuvent étre rapprochées des taux de polyphénols
totaux (PT). La figure I11-6 montre les corrélations entre les PT et I'activité DPPH d’'une part, et avec

I'activité ORAC d’autre part.
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Figure 111-6. Corrélations PT-DPPH et PT-ORAC réalisées avec dix extraits de propolis francaise
(E01-08 excepté E06-1 Aq)

On note une corrélation positive entre le taux de polyphénols totaux et les activités
antioxydantes DPPH et ORAC. La corrélation est plus forte pour le test DPPH (R?=0.60) que pour le
test ORAC (R®=0.35). Néanmoins, ces corrélations sont beaucoup plus faibles que celles décrites par
Buratti et al., entre le taux de PT de plusieurs propolis provenant de différentes régions du monde et
leur activité antioxydante (R®=0.96)%"*. Teixeira et al., quant & eux, ne trouvent aucune corrélation

entre taux de PT et activité DPPH pour des propolis brésiliennes®®.
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b) Relation composition-activité antioxydante

Rappelons-nous les chromatogrammes et les compositions chimiques des deux types d’extraits :

le type aqueux (Figure 111-7 a) et le type organique (alcooliques, DCM et mixte ; figure I11-7 b).

1.40+ .
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Figure I11-7. Extraits aqueux (E05-1 Aq, a) et organiques (E04-2 DCM, b) : 1 3,4-dihydroxybenzaldéhyde,
2 acide 3,4-dihydroxybenzoique, 3 4-hydroxybenzaldéhyde, 4 acide caféique, 5 vanilline, 6 4-hydroxyacétophénone, 7
acide p-coumarique, 8 acide férulique, 9 acide isoférulique, 10 acide benzoique, 11 acide 3,4-diméthoxycinnamique, 12
acide 3-phénylpropanoique, 13 5-méthylpinobanksine, 14 acide cinnamique, 15 acide 4-méthoxycinnamique, 16
naringénine, 17 pinobanksine, 18 quercétine, 19 3-méthylquercétine, 20 5-méthylpinocembrine, 21 1,3-
dicoumaroylglycérol, 22 1-féruloyl-3-coumaroylglycérol, 23 kaempférol, 24 apigénine, 25 acide cinnamylidéne acétique, 26
pinocembrine, 27 caféate de benzyle, 28 caféate d’isopent-3-ényle, 29 pinobanksine-3-acétate, 30 caféate de prényle, 31
2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol, 32 dérivé d’acide p-coumarique (non élucidé), 33 caféate de phényléthyle (CAPE), 34
chrysine, 35 p-coumarate de benzyle, 36 galangine, 37 férulate de benzyle, 38 férulate de prényle, 39 rhamnocitrine, 40
kaempféride, 41 phénylallylpinocembrine (nouveau), 42 caféate de cinnamyle, 43 dérivé de la catéchine (nouveau), 44
isoférulate de cinnamyle, 45 p-coumarate de cinnamyle, 46 pinostrobine, 47 alpinone-3-acétate, 48 tectochrysine, 49

cinnamate de benzyle, 50 benzoate de cinnamyle, 51 cinnamate de cinnamyle, 52 cinnamylidéne acétate de cinnamyle.
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L'extrait aqueux contient donc majoritairement des acides phénoliques alors que les extraits
organiques contiennent davantage d’esters phénoliques et de flavonoides. L'activité antioxydante
étant élevée pour les deux types d’extraits (aqueux et organiques), elle est donc a la fois supportée

par les acides phénoliques d’'une part et par les esters et flavonoides d’autre part.

c) Relation structure-activité antioxydante

Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour exercer une activité
antioxydante (piégeage de radicaux libres) parce qu’ils présentent d’'une part des groupements
phénols susceptibles de donner un proton ou un électron a un radical libre, et d’autre part, un
systéme aromatique conjugué capable de délocaliser un électron non apparié. L’'activité antioxydante
DPPH de plusieurs acides et esters phénoliques ainsi que de certains flavonoides isolés de la propolis

a par ailleurs été évaluée.

o Acides et esters phénoliques

La figure 111-8 rassemble les valeurs d’activité DPPH (en umol TE/g puis en umol TE/umol entre

parenthéses) pour quelques acides et esters phénoliques.

Ac caféique (4) > Acférulique (8) >>> Ac isoférulique (9)  Ac 3,4-diméthoxy  Ac p-coumarique (7)

5540 + 1002 3057 + 293 cinnamque (11)
(1.00)° (0.59) \ Y J
NON ACTIFS
o] o] o]
~ - JL o ~ I J e ’/:\\‘\“”J‘\*O s J P r\\\‘,f’ﬂ“‘o \\\\\ T
i 1] I |
HO HO~ \T HO T
OH OH OH
CAPE (33) > Caféate de prényle (30) > Caféate de benzyle (27)
5139 + 17 (1.46) 4913 + 320 (1.22) 4322 +14 (1.17)
o] e}
S N g P
I P! Shaa®
HO™ ™7 T T 0oH HO™
2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol (31) b p-coumarate de benzyle (35)
846 + 169 (0.36) 745 + 212 (0.19)

Figure 111-8. Valeurs DPPH pour quelques acides et esters phénoliques. ® exprimées en pmol TE/ g, °
exprimées en pmol TE/ pmol, référence : acide chlorogénique 3385+ 340 umol TE/ g (1.20 pmol
TE/ pmol)
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En ce concerne les acides phénoliques, c’est I'acide caféique qui posséde I'activité DPPH la plus

importante grace a la présence d’'un noyau catéchol (1,2-dihydroxybenzeéne) et donc la présence de

206 | 207

deux fonctions phénols en ortho®™". Une étude menée par Kawashima et a sur des dérivés de
I'artépilline C (dérivé diprénylé de 'acide p-coumarique) a montré que les composés qui possédaient
un motif catéchol présentaient les meilleurs activités DPPH, sans doute dues a la stabilisation du
radical phényloxyle correspondant via une liaison hydrogéne intramoléculaire, mais également qu’un
environnement riche en électrons (groupements électro-donneurs comme les groupements
méthoxyles) augmentait I'activité antioxydante. Ce qui expliquerait d’une part que I'acide férulique,
qui posséde une des deux fonctions phénols méthylée (en position 3) soit doué d'un potentiel
antioxydant trés inférieur a celui de 'acide caféique et d’autre part une plus grande activité de 'acide
férulique par rapport a l'acide p-coumarique. En revanche, ce qui différencie I'acide férulique de
l'isoférulique est la position du groupement OH libre : la position 4 (en para) favorisant la
délocalisation des électrons. Egalement pour cette raison, les acides hydroxycinnamiques sont plus
"efficaces" que leurs homologues hydroxybenzoiques, probablement grace au radical phényloxyle

stabilisé par résonance par le groupement —CH= CH-COOH lié au noyau phényle®®® (Figure I11-9).
0] 0]

X~ “OR

+DPPH —

HO

Figure 111-9. Réaction de piégeage de radicaux libres par la méthode de DPPH et délocalisation des

électrons pour les acides ou esters caféiques (R=H ou groupement carboné)

Quant aux esters phénoliques, les trois caféates analysés sont tres actifs, avec des valeurs
légérement supérieures pour le CAPE (33) et le caféate de prényle (30). Ces fortes valeurs sont ici
encore dues au motif catéchol présent dans leur structure. En revanche, le glycérol (31) et le p-
coumarate de benzyle (35) ont de faibles activités antioxydantes liées au motif p-coumarate (un seul

phénol).
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o Flavonoides

Les quelques flavanones et dihydroflavonols testés sont apparus inactifs (Figure 111-10).

P QH

HO. .~ O. {” HO. -~ _O.. ,‘ HO._~. O [U HO._~._O._ [”
L L) PN L
T H T’ \N’ | [ OH | W OCOMe
OH © OH © OH O OH O
Pinocembrine (26) Naringénine (16) Pinobanksine (17) Pinobanksine-3-
\ acétate (29) |
[
Flavanones et dihydroflavonols NON ACTIFS
P oH R
| _A__OH “ 7
O‘*T’J [rf’J‘TOH J U HO .. ~O[H HO. -~ 0. /*::,»”
HOL A O MO O | P [Py
DY LK oy o oy
7 oH o oA OH © OH ©
OMe OH O
8-[(E)-phénylprop-2-&n-1-one] Quercétine (18) >>> Galangine (36) >> Chrysine (34)
-5-méthoxycatéchine (43) 6723 + 66 (2.03) 1281+ 46 (0.35) NON ACTIF

2847 +51° (1.21)°

Figure I11-10. Valeurs DPPH pour quelques flavonoides. * exprimées en pmol TE/ g, ° exprimées en

umol TE/ umol, référence : acide chlorogénique 3385340 umol TE/ g (1.20 pmol TE/ pmol)

Le composé nouveau 43 possede une activité antioxydante DPPH proche de celle de la
référence, I'acide chlorogénique. Parmi les flavones et flavonols, la quercétine (18) présente une trés
forte activité AO devant la galangine (36) et la chrysine (34), cette derniére étant inactive. Ainsi,
pour les flavonoides, les principaux facteurs pour déterminer la capacité antioxydante sont les
suivants®® :

la structure de type catéchol sur le cycle B, qui confére une plus grande stabilité de la forme
radicalaire et participe a la délocalisation des électrons,

la double liaison en position 2,3 et la fonction cétone en position 4 du cycle C, qui permet la
délocalisation des électrons a partir du cycle B,

les deux groupements hydroxyles en positions 3 et 5 avec la fonction cétone en position 4 des
cycles A et C, qui sont essentiels pour un potentiel AO maximal,

le groupement hydroxyle libre en position 3 est important pour I'activité AO. Un flavonoide 3-

glycosylé sera moins actif que I'aglycone correspondant (Figure [11-11).

Figure I11-11. Groupements et fonctions influengant ’activité antioxydante des flavonoides
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Ainsi, la quercétine (18) est un flavonol qui posséde tous les facteurs décrits précédemment
pour une activité antioxydante maximale (2.03 umol TE/umol). La galangine (36), quant a elle, ne
possede pas les deux groupes hydroxyles en position ortho sur le cycle B, et on note que la valeur
DPPH est bien plus faible (0.35 pmol TE/umol). Enfin la chrysine, sans OH en position 3, apparait
inactive. Le composé 43 est un flavan-3-ol, il n’a ni double liaison en position 2,3, ni cétone en
position 4 mais il possede un noyau catéchol en cycle B. Il posséde également un motif chalcone avec
des groupements hydroxylés en position 5 et 7 du cycle A, permettant une délocalisation des
électrons®™®. C'est sans doute la combinaison de ces deux motifs qui confére a ce dérivé de la
catéchine une activité antioxydante du méme ordre de grandeur que celle de I'acide chlorogénique.
Quant aux flavanones et dihydroflavonols, ils ne sont pas actifs, probablement parce que I'absence de

la double liaison en position 2,3 ne permet pas la délocalisation des électrons entre les cycles B et C.

1.2. Activité anti-AGEs

Contrairement a l'activité antioxydante, trés étudiée pour les extraits végétaux, l'activité anti-
AGEs est beaucoup moins connue et, & notre connaissance, c’est la premiére fois qu’elle est ici

évaluée pour une propolis.

1.2.1. Généralités
Les produits terminaux de la glycation ou AGEs (Advanced Glycation End-products) sont

impliqués dans de nombreuses pathologies telles que la maladie d’Alzheimer®"

mais également dans
les complications de certains diabétes®'? pouvant se manifester sous forme d’athérosclérose®”® ou
encore d’insuffisance rénale?'*. C'est tout particuliérement I'accumulation de ces AGEs dans le sérum

et les tissus qui est néfaste pour I'organisme.

a) Formation des AGEs

La réaction de Maillard est connue dans le domaine médical sous le nom de “glycation non
enzymatique des protéines” et a d’abord été étudiée dans le cadre du diabéte sucré. En effet, la
glycation est une réaction physiologique entre une protéine et un sucre, qui est augmentée lors d'une
hyperglycémie?®. Le schéma de la formation des AGEs (encore appelés produits de Maillard) est

représenté sur la figure 111-12.
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Figure I11-12. Formation des AGEs (Schéma adapté d’Ahmed et al.?'?)

Le groupement amine primaire d’'une protéine de type lysine ou arginine réagit avec le
carbonyle d’'un sucre réducteur comme le glucose, le fructose, ou encore des pentoses pour donner,
la base de Schiff correspondante (réaction de glycation). Celle-ci se réarrange ensuite en produit
d’Amadori, une cétoamine plus stable. Des réactions d’oxydation, catalysées par des métaux de
transition, vont alors conduire a la formation d'intermédiaires dicarbonylés (type I1) qui, réagissant
de nouveau avec d'autres protéines, vont former les AGEs. De la méme facon, il peut se former des
AGEs a partir des dérivés du glyoxal, provenant de I'auto-oxydation des sucres réducteurs. Parmi les
AGEs formés, certains sont fluorescents, c’est le cas notamment de la pentosidine et de la
vesperlysine A. Ainsi, des composés anti-AGEs peuvent emprunter différentes voies dans le but de
prévenir la formation des AGEs. Par exemple, ils peuvent empécher la réaction de glycation en
réagissant en amont avec soit 'amine primaire de la protéine, soit le carbonyle du sucre réducteur ;
ils peuvent, s’ils sont dotés de propriétés antioxydantes (piégeage de radicaux libres ou chélation de
métaux de transition), réduire les especes réactives de I'oxygéne (ERO) et ainsi la formation des
intermédiaires dicarbonylés (type ) ; enfin, ils peuvent agir en piégeant les intermédiaires

dicarbonylés ou méme en les neutralisant, ces anti-AGEs sont alors qualifiés de breakers®'®.
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b) Potentiel anti-AGEs et antioxydant : action antiglycoxydante

La réaction de glycation est un processus auto-généré, elle a lieu spontanément. Un inhibiteur
de la formation des AGEs doit donc idéalement présenter une demi-vie (temps au bout duquel
l'inhibiteur va perdre la moitié de son action anti-AGEs) assez longue, associée a une toxicité la plus
faible possible puisqu’il sera administré durant de longues périodes®'®. La plupart des étapes de la
glycation s’accompagnent d'un stress oxydant de telle fagon que I'ensemble du processus est souvent
désigné sous le terme de glycoxydation. En effet, de nombreuses étapes de la glycation générent des
ERO (cf. figure I11-12), aboutissant a la formation d’aldéhydes réactifs dont I'un des plus abondants
est le méthylglyoxal (MGO)?". Des polyphénols ubiquitaires tels que la quercétine sont déja reconnus
comme inhibant significativement la réaction de glycation in vitro et in vivo®'’. Ainsi, des composés
naturels qui présenteraient a la fois des activités antioxydantes et anti-AGEs apparaitraient-ils comme

de trés bons candidats pour la chémoprévention des maladies impliquant les AGEs.

1.2.2. Principe du test

La technique développée au laboratoire?'®*'

pour I'évaluation de I'activité anti-AGEs d’extraits
ou de composés purifiés repose sur la fluorescence de certains AGEs*®. La réaction de glycation est
simulée in vitro en faisant réagir une protéine, I'albumine de sérum bovin (BSA), avec un sucre, le
ribose, dans des conditions physiologiques. Au bout de 24 heures, la fluorescence induite par la
formation des AGEs de type pentosidine est alors mesurée. Un inhibiteur de la formation des AGEs
diminuera la quantité d’AGEs formés et entrainera donc une baisse d'intensité du signal de

fluorescence (Figure 111-13).

Inhibiteur = ant-AGEs —» Daisse du signal
l de fluorescence

BSA + Ribose _2mponpH74

10 mg/ml 05M 37°C, 24h

Détection de fluorescence
Pentosidine (A, = 335 nm, A_,, = 385 nm)

Figure I11-13. Principe du test anti-AGEs

L'établissement de courbes ‘“dose-effet” permet alors la détermination de la concentration

inhibant 50% (Clso) de la formation des AGEs de type pentosidine.
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[l s’agit d’'un test chimique, réalisé dans des microplaques de 96 puits et automatisé, utilisé pour
le criblage d’extraits ou de molécules a potentialités anti-AGEs (plus de 1600 échantillons analysés a
ce jour). Une étude antérieure avait permis de conclure, grace a I'évaluation du Z’ facteur (0.62), que
ce test de criblage était de bonne qualité et donc qu’'une seule mesure par échantillon était
suffisante?'®. Il est donc simple & mettre en ceuvre, peu colteux et relativement rapide (24h). Il est
assez sensible car il permet de détecter des activités de I'ordre du micromolaire (pour les molécules
les plus actives). L’inconvénient de ce test est qu'il mesure une fluorescence globale. Ainsi, ne peut-
on, par exemple, exclure I'existence d’interférences avec la fluorescence intrinseque de certains
composés. De plus, méme si les AGEs formés au cours de ce test sont majoritairement de type
pentosidine, d’autres types d’AGEs (non fluorescents ou fluorescents a d’autres longueurs d’onde)

peuvent également se former. Cependant, ils ne pourront étre quantifiés par cette méthode.

1.2.3. Activité anti-AGEs des extraits de propolis
Les valeurs de I'activité anti-AGEs des différents extraits de propolis BFA sont rassemblées dans
le tableau I11-1.

Tableau I11-1. Activité anti-AGEs des différents extraits de propolis

Extraits Clso (mg/ mL)* | Extraits Clso (mg/ mL)*
E01 EtOH 70 0.03 E06-2 DCM 0.04

E02 MeOH 0.03 E07-2 Aq 0.36

E03 EtOH 96 0.05 E07-3 DCM 0.03
E04-2 DCM 0.03 E08-2 mixte 0.04
E05-1 Aq 0.48 Aminoguanidine 0.12
E05-2 EtOH 90 0.06 S. Japonicum 0.09
E06-1 Aq 0.19 Quercétine 0.06
*n=1

La Clso étant la concentration inhibant 50% de la formation des AGEs, plus cette Cls, est faible,
plus l'activité anti-AGEs est forte. Les extraits alcooliques, DCM et mixte (tous exceptés ceux aqueux)
montrent une trés bonne activité puisque la Clsy est similaire (E05-2 EtOH 90 : 0.06 mg/mL) et
jusqu’a deux fois plus faible (E01 EtOH 70, E02 MeOH, E04-2 et E07-3 DCM : 0.03 mg/mL) que celle
de la quercétine, flavonol pris comme témoin (0.06 mg/mL). Ces extraits ont méme une Cls,
inférieure a celle de I'extrait de boutons floraux de Styphnolobium japonicum (anciennement Sophora
Japonica), riche en rutoside (15 & 20%)%*' (Cls, = 0.09 mg/mL). En revanche, il ressort que les
extraits aqueux ont une activité anti-AGEs beaucoup plus faible (Clsy entre 0.19 et 0.48 mg/mL) que
I'aminoguanidine (0.12 mg/mL), prise également comme référence. L’aminoguanidine (aussi appelée
pimagédine) est une hydrazine nucléophile qui a regu beaucoup d’attention pour étre développée en

tant que médicament & potentiel antiglycant®®. Mais il s'est avéré que ce composé entrainait des
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effets secondaires chez les patients, comme des symptémes grippaux, perturbations gastro-
intestinales et des anémies, et de ce fait, I'aminoguanidine n'est pas utilisée a des fins
thérapeutiques®'®. La quercétine apparait ici, dans les conditions de notre test, plus active que

I'aminoguanidine et sera donc choisie comme témoin.

1.2.4. Fractionnement bioguidé

Afin d'identifier les composés les plus actifs, I'activité anti-AGEs a été évaluée sur les 21
premiéres fractions de la chromatographie Flash CF2 (phase normale, 21 g d’extrait DCM) qui ont
également servi a I'identification des constituants de la propolis de BFA. La figure Ill-14 illustre

graphiqguement les Clso (mg/mL) de ces fractions.

F1
F2
F3
Fa
F5
Fo
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15
Fl16
F17
F18
F19
F20
F21
Quercétine
S. Japonicum

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,12 0,12 0,24 0,16 0,28 0,2
Clgo (mg/mL)

Figure I11-14. Fractionnement bioguidé (activité anti-AGEs) de I’extrait DCM

Les 5 premiéres fractions ont une Clso > 1 mg/mL (plafonnée a 0.2 mg/mL pour une meilleure
visibilité du graphique), ce sont les fractions les plus apolaires et elles contiennent sans doute encore
un peu de cire, elles ne sont pas actives. Seules les fractions dont I'ICs, < 0.04 mg/mL ont été
retenues comme les plus actives. Les chromatogrammes HPLC, enregistrés a 280 nm, des huit

fractions actives sont regroupés sur la figure I11-15.
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Figure I11-15. Chromatogrammes HPLC des huit fractions les plus actives (A 280 nm, méthode 1) : 7
acide p-coumarique, 8 acide férulique, 9 acide isoférulique, 13 5-méthylpinobanksine, 14 acide cinnamique, 15
acide 4-méthoxycinnamique, 16 naringénine, 17 pinobanksine, 24 apigénine, 25 acide cinnamylidéne acétique,
26 pinocembrine, 27 caféate de benzyle, 28 caféate d’isopent-3-ényle, 29 pinobanksine-3-acétate, 30 caféate
de prényle, 31 2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol, 32 dérivé d’acide p-coumarique (non élucidé), 33 caféate de
phényléthyle (CAPE), 34 chrysine, 42 caféate de cinnamyle, 43 dérivé de la catéchine (nouveau), 44

isoférulate de cinnamyle
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1.2.5. ldentification des composés anti-AGEs actifs
Les composés majoritairement présents (et disponibles en quantités suffisantes) dans ces huit
fractions ont été testés individuellement (Tableau 111-2).

Tableau I11-2. Activité anti-AGEs des composés purs

Composé (n°) Fraction Clso (mM)
Pinobanksine-3-acétate (29) F8 0.06
2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol (31) F17 0.07
Pinobanksine (17) F9 0.08
Caféate de prényle (30) F10 0.09
5-méthylpinobanksine (13) F18 0.10
Naringénine (16) F11-F12 0.2
Caféate de benzyle (27) F11 0.4
Caféate de cinnamyle (42) F11 0.5
Isoférulate de cinnamyle (44) F8 0.6
Acide férulique (8) F16 0.7
Dérivé de la catéchine (43) F18 0.8
Acide isoférulique (9) F18 0.9
Caféate de phényléthyle CAPE (33) F11 1.6
Acide p-coumarique (7) F16 > 3
Acide cinnamique (14) F9 > 3
Chrysine (34) F9 > 3

Ces molécules peuvent étre réparties en trois groupes. Le premier groupe rassemble les
composés les plus actifs (Clso < 0.10 mM), c’est le cas de la pinobanksine-3-acétate (29) (composé
le plus actif, 0.06 mM), de la pinobanksine (17) (0.08 mM) et de la 5-méthylpinobansine 13 (0.10
mM) ainsi que du 2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol (31) (0.07 mM) et du caféate de prényle (30)
(0.09 mM). Le deuxiéme comprend des molécules d'activité moyenne (0.2 < Cls, < 1.6 mM) : c'est le
cas par exemple de la naringénine (16) (0.2 mM), de I'acide férulique (8) (0.7 mM) ou encore du
CAPE (33) (1.6 mM). Enfin, dans le troisieme et dernier groupe, on retrouve des molécules

quasiment inactives (Clso > 3 mM) comme l'acide p-coumarique (7) ou encore la chrysine (34).

1.2.6. Relation composition-activité anti-AGEs

Comme cela est suggéré par la figure I11-12 (page 137), l'activité anti-AGEs est souvent
associée a l'activité AO. En effet, Lou et al. ont montré que I'activité inhibitrice de la formation des
AGEs de certains flavonoides était en accord avec leur activité DPPH??%, || a aussi été décrit que les
flavonoides agissaient en tant que piégeurs de radicaux libres et/ou agents chélatants de métaux de
transition, et que les catéchines du thé telles que le gallate d’épigallocatéchine inhibaient la formation
des AGEs au moyen de leur activité de piégeage de radicaux?®*. Matsuda et al. ont eux aussi montré
que plusieurs flavonoides possédant une forte activité anti-AGEs avaient tendance a présenter

également une forte activité de piégeage des radicaux DPPH™ et "O,. Cependant, ils ont noté
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quelques exceptions : certains flavonoides tels que I'apigénine, la wogonine ou encore la rhamnétine
présentaient une forte activité anti-AGEs associée & une faible activité AO?*°. Dans cette optique,
nous avons voulu vérifier s'il existait un lien entre I'activité AO évaluée par le test DPPH et I'activité

anti-AGEs au niveau de nos extraits de propolis comme au niveau de ses principaux constituants.

a) Relation antioxydant-anti-AGEs

Nous avons déja vu que les extraits EO1-08 présentaient tous une activité AO (DPPH) comprise
entre 1000 et 2000 umol TE/g d’extrait, mais que seuls les extraits organiques étaient dotés d’un

potentiel antiglycant (Clso < 0.06 mg/mL) (cf. annexe 7 page 361). Les résultats sont représentés sur
la figure 111-186.

Corrélation DPPH-Anti-AGEs (extraits)
0,5 s
T 04
E" *
S 03
0
o R?2=0.10
40,2
O
<
€01 @
<
’//0/0 * ., ¢
O T T T T 1
1000 1200 1400 1600 1800 2000
AO DPPH (umol TE/g)

Figure I11-16. Corrélation DPPH-anti-AGEs réalisée avec dix extraits de propolis (E01-08 excepté
E06-1 Aq) et I’extrait EtOH de S. Japonicum

L’activité anti-AGEs ne semble pas corrélée avec I'activité AO (coefficient de corrélation R2=0.10

faible). L'activité AO ne peut donc pas expliquer a elle seule I'inhibition de la formation des AGEs.

Parmi les constituants de la propolis de BFA, 17 ont également servi de support pour I'étude de
la corrélation AO-anti-AGEs (Figure I11-17, Annexe 7).
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Corrélation DPPH-ANti-AGEs (molécules)
3¢
— 25
S
£,
2
S5 ®
§ . R =0.02
0,5
N ¢ N
O ’ T T ’ T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
AO DPPH (umol TE/umol)

Figure I11-17. Corrélation DPPH-anti-AGEs réalisée avec 17 constituants de la propolis (composés 4,
7,8,9,11,16,17, 18, 26, 27, 29, 30, 31, 33, 34, 35, 43)

Cette fois-ci encore, le coefficient de corrélation est tres faible (R=0.02), cela confirme que I'on

ne peut établir ici de lien entre I'activité AO d’un composé et son activité anti-AGEs.

On a principalement évoqué jusqu’a présent I'activité antioxydante via le piégeage des radicaux.
Elle peut également se manifester au travers de la complexation de certaines molécules avec les

métaux de transition (MT) et principalement le fer et le cuivre.

b) Relation structure-activité chélation métaux de transition

D’'une fagon générale, les relations structure-activité AO (piégeage radicaux) et structure-
activité AO (chélation MT) sont assez similaires. Au niveau des flavonoides, ils seront d’autant plus
actifs s’ils possedent dans leur structure le maximum de sites de chélation i.e. la double liaison en
position C2-C3, qui semble indispensable a une chélation stable, les fonctions hydroxyles en C3 et
oxo en C4 des flavonols, le motif 5,6,7-trihydroxyle sur le cycle A des flavones et également le motif
catéchol sur le cycle B. Ainsi, Porfirio et al. ont montré que les flavonols tels que la morine, la
quercétine ou la fisétine (structures figure Il1-18), possédant deux a trois sites de chélation se
complexaient plus facilement avec Fe?* que la chrysine (flavone) ou la catéchine (flavan-3-ol) qui
n’en possédaient qu’un seul, et que la complexation augmentait I'activité AO de ces flavonols®®. Riha
et al. ont quant & eux montré que les flavonoides tels que la 3-hydroxyflavone, le kaempférol ainsi

que la baicaléine (structures figure I11-18) étaient des agents chélatant du cuivre trés efficaces®’.
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Figure 111-18. Structures des flavonoides ayant servis de support aux études de chélation avec les

métaux de transitions?2%2%7

Les dérivés des acides hydroxycinnamiques ont également été décrits comme complexant les
ions Cu?, les plus efficaces étant ceux possédant deux fonctions phénols en position ortho, i.e. les
dérivés de I'acide caféique®®.

Cependant cette voie d’inhibition de la formation des AGEs n’est que peu envisageable dans
notre cas pour expliquer I'activité anti-AGEs de nos extraits et de ses molécules majoritaires, car il

est peu probable, dans les conditions de notre test, d’étre en présence de métaux de transition.

c) Relation structure-activité anti-dicarbonylés

Si on s’intéresse de plus prés au groupe des molécules les plus actives (Clsy < 0.10 mM), on
remarque que parmi ces cing molécules se trouvent trois dérivés de la pinobanksine, dont le plus actif
est la pinobanksine-3-acétate (29), le composé majoritaire des extraits organiques de propolis BFA.
On retrouve aussi le caféate de prényle (30) et le 2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol (31) qui font
partie des dix premiers composés majoritaires, ce qui explique la forte activité anti-AGEs des extraits
organiques.

Quel peut alors étre le lien entre la structure chimique des dérivés de la pinobanksine par
exemple et lintensité de l'activité anti-AGEs? Lo et al. ont montré que les épicatéchines contenues
dans le thé vert permettaient de réduire in vitro la concentration d'espéces réactives a-B-

dicarbonylées comme le méthylglyoxal (MGO) dans des conditions physiologiques®*®. Ainsi, le (-)-
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épigallocatéchine gallate (EGCG) peut piéger le MGO en fixant ce dernier en position 8 (Figure Ill-
19).

OH
OH HO OH
& I
HO O - OH HO O OH
" + WO R .
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EGCG MGO Adduit EGCG-MGO

Figure I11-19. Piégeage du méthylglyoxal (MGO) par I’épigallocatéchine gallate (EGCG) (schéma

reproduit de Lo et al.?*°)

En présence de 3 équivalents de MGO pour un EGCG, Sang et al. ont non seulement obtenu des
adduits mono-MGO-EGCG en position 8 ou en position 6 mais également des adduits di-MGO EGCG
en positions 6 et 8, le caractére nucléophile de ces positions étant augmenté par un pH légerement

230

alcalin (Figure 111-20)
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Figure I11-20. Voies de formation des adduits mono et di-MGO-EGCG sous conditions neutres ou

basiques (schéma reproduit de Sang et al.2%?)
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Ainsi les dérivés de la pinobanksine, sans substituant en position 6 et 8 (Figure Il11-21)
pourraient-ils piéger de fagon similaire les composés dicarbonylés, réduisant ainsi la formation des

AGEs.

OR, O
R=H Ro=Me 5-méthylpincbanksine (13)  Clge=0 10 mM
Ry=H. R,=H Pinobanksine (17) Clso=0.08 mM

R,=COMe, R,=H Pinobanksine-3-acétate {29) Clg;=006 mM

Figure I11-21. Structure des dérivés de la pinobanksine

A l'appui de cette hypothése la 5-méthylpinobanksine (13), ayant I'un des deux groupements
phénols du cycle A méthylé, semble moins active que la pinobanksine (17) et la pinobanksine-3-
acétate (29). Dans le but de mieux appréhender cette question de relation structure-activité, d’autres
composés purs ont également été évalués. Les résultats, par catégories, sont rassemblés sur la figure

11-22.
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a) Dérivés d'acide cinnamigque

o} (¢] 0 o}
= = 2 = 7 9
CH OH OH OH = OH S OH
eQ HO MeO HO HO
OMe OMe OH OH

Ac 3 4-diméthoxy Ac férulique (8) Acide isoférulique (9) Ac caféigue (4) Ac p-coumarique (7) Ac cinnamique (14)
cinnamque (11) 0.7 mM 0.9mM 0.9 mM >3 mM >3 mM
03 mM
Clsg

b) Derives d'ester cinnamique

Neasasiicane e asan eI acees

H
Cafeale de prényle (30) Cafeale de benzyle (27) Cafeate de cinnamyle (42) CAPE (33)
009 mMm 04mM 05mM 16 mM
p-coumarate de benzyle (35) lsoferulaie de cinnamyle {44)
0.3mM 0.6 mM

o o
/@/%)‘\O/\]/\ok/@\
HO o\ro OH

2-acélyl-1,3-dicoumaroylglycérol (31)

0.07 mM
Clsg
c) Flavonoides
T,
OMe O
Pinobanksine-3-acétate (29) Pincbanksine (16) 5-methylpinobanksine (13)
0.06 mM 0.08 mM 0.10 mM
OH O
Pinocembrine (26)
0.3 mM

8-[(E)-phénylprop-2-én-1-one]
-5-méthoxycatéchine (43)
0.8 mM

OH O
Chrysine (34)

>3mM

Clsg

Figure I11-22. Comparaison des activités anti-AGEs (Cls,) des différents composés purs analysés
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Dans le cas des dérivés d’acide cinnamique, et notamment des dérivés de l'acide caféique,
I'activité anti-AGEs est d’autant plus élevée que les fonctions phénols sont méthylées, ce qui semble
&tre corrélé négativement avec 'activité antioxydante®'. En effet, I'activité de piégeage des radicaux
augmente, on I'a vu précédemment, avec le nombre de groupements phénols libres (surtout en
position ortho). L’acide 3,4-diméthoxycinnamique (11) est donc plus actif que les acides caféique (4),
férulique (8) et isoférulique (9). Les acides p-coumarique (7) et cinnamique (14) sont quant a eux
inactifs. En ce qui concerne les esters, dans la méme famille des caféates, les Cls, varient de 0.09
pour le caféate de prényle (30) (caféate le plus actif) a 1.6 mM pour le CAPE (33), c’est donc bien le
groupement —OR de 'ester qui semble déterminer I'activité anti-AGEs de la molécule ; ce qui semble
étre confirmé par la faible différence de Cls, entre le caféate de benzyle (27) et le p-coumarate de
benzyle (35). Quant au glycérol, sa forte activité anti-AGEs est probablement due a ses deux
groupements p-coumarates. Dans le cas des flavonoides, ce sont bien, comme on I'a déja vu, les
dihydroflavonols (13, 17 et 29, dérivés de la pinobanksine) qui présentent les meilleures activités
devant la pinocembrine (26, flavanone) et la chrysine (34, flavone). Le composé 43, dérivé de la

catéchine, posséde une activité anti-AGEs modérée, sans doute en raison de sa position 8 substituée.

1.3. Conclusion

Plusieurs phénomenes sont impliqués dans le pouvoir inhibiteur de la formation des AGEs :
la capacité AO : certains composés peuvent agir en tant que piégeurs de radicaux libres ou
encore en tant que chélateurs de métaux de transition, afin de limiter la formation d'ERO.
C'est le cas notamment de certaines classes de flavonoides : principalement les flavones et
flavonols qui possédent une double liaison en C2-C3, un hydroxyle en C3, un groupement oxo
en C4 mais aussi les dérivés de I'acide caféique avec leurs deux fonctions phénol en ortho. lls
interviennent en amont, en prévention de la formation des intermédiaires dicarbonylés | et Il
(cf. schéma AGEs figure I11-12 page 137)
La capacité a piéger les composés dicarbonylés : des composés comme la catéchine,
I'épicatéchine et la procyanidine B2 ont montré une forte inhibition de la formation des AGEs
en tant qu'agents de piégeage du MGO?2. En effet, ces flavan-3-ols peuvent piéger les
intermédiaires dicarbonylés en positions 6 et/ou 8 et ainsi réduire la formation des AGEs?2%2%°,
C'est sans doute cette voie d’inhibition de la formation des AGEs qu’empruntent les dérivés de
la pinobanksine du fait de leur analogie de structure avec les flavan-3-ols, car on le sait, la
pinobanksine-3-acétate (29, i.e. le composé qui posséde I'activité anti-AGEs la plus marquée)
ne présente pas d’activité AO DPPH ni les sites de chélation requis pour la complexation avec
les MT.
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Les extraits organiques de propolis sont donc intéressants en tant qu’inhibiteurs de la
glycoxydation, car ils contiennent un mélange des composés antioxydants comme les acides et esters
phénoliques principalement et des composés anti-AGEs, notamment les dérivés de la pinobanksine
mais aussi certains esters phénoliques. Un test permettant d’évaluer la capacité de piégeage de
composeés dicarbonylés tels que le méthylglyoxal est actuellement en cours de développement dans
notre laboratoire. Les extraits de propolis et ses constituants présentant les meilleures activités anti-

AGEs sont en cours d’analyse.

Des composés bioactifs peuvent également bloguer I'interaction entre les AGEs et leur récepteur
spécifique (RAGE). Le RAGE est une glycoprotéine de 45 kDa exprimée a la surface de nombreuses
cellules telles que les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les lymphocytes, les
monocytes, les polynucléaires et les neurones. La fixation des AGEs sur le récepteur RAGE déclenche
une signalisation entrainant un stress oxydant intracellulaire et I'expression de génes impliqués dans
la réponse inflammatoire?’®. Mais les AGEs ne sont pas les seuls ligands des RAGE; d’autres
composés déclenchent des voies de signalisation similaires par interaction avec les RAGE comme le
peptide B-amyloide, produit de clivage de la protéine précurseur de I'amyloide (APP), potentiellement
impliqué dans la pathologie de la maladie d’Alzheimer®™. Il a été récemment montré qu’en inhibant la
surexpression des génes responsable de [linflammation au niveau des récepteurs RAGE, la
pinocembrine (26), un des constituants majoritaires des extraits organiques de propolis, a réellement
amélioré les fonctions cognitives, préservé la structure du neuropile (partie du tissu nerveux située
entre les principales cellules constituant la substance grise du systéme nerveux central) et diminué la

dégénérescence du cortex cérébral chez des souris traitées par le peptide B-amyloide®®®.

Ainsi, les extraits de propolis représenterait-ils de trés bons supports pour le développement de

compléments alimentaires destinés a prévenir la glycoxydation.
Ces travaux sur les activités antioxydantes et anti-AGEs ainsi que sur la composition chimique

de la propolis francgaise de Ballot-Flurin ont fait I'objet d’un article dans le “dournal of Agricultural and

Food Chemistry” publié en janvier 2014%** (cf. production scientifique page ix).
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2. Activités antifongiques et antibactériennes

2.1. Activité antifongique

2.1.1. Souches testées

L'activité antifongique des extraits de propolis BFA a été évaluée sur trois souches fongiques :
deux levures (Candida albicans et C. glabrata) et un champignon filamenteux (Aspergillus fumigatus).

Candida albicans est I'espéce de levure la plus importante et la plus connue du genre. Elle
provoque essentiellement des infections, ou candidoses, au niveau des muqueuses digestives et
gynécologiques. Les candidoses sont une cause importante de mortalité chez les patients
immunodéprimés comme les patients atteints du sida, les patients atteints d’'un cancer sous
chimiothérapie ou aprés transplantation de moelle osseuse. C. albicans est un organisme vivant a
I'état naturel dans les muqueuses de I'étre humain. On le retrouve chez 80 % de la population ou il
n'entraine habituellement aucune maladie ou symptéme en particulier. C'est un organisme
commensal saprophyte” et opportuniste.

C. glabrata, jusqu’a assez récemment, était considéré chez 'homme comme un organisme
commensal non pathogéne au niveau des muqueuses. Toutefois, avec I'augmentation du nombre de
patients immunodéprimés, il s'est avéré que C. glabrata était un pathogéne opportuniste du tractus
urogénital. Il se situe au second ou troisieme rang comme microorganisme responsable de
candidoses superficielles (orales, cesophagiennes, vaginales ou urinaires) et systémiques, qui sont le
plus souvent nosocomiales®.

Aspergillus fumigatus est I'un des champignons saprophytes en suspension dans I'air les plus
répandus. Les humains et les animaux inhalent en permanence de nombreuses conidies de ce
champignon. Les conidies™ sont normalement éliminées chez I'hdte immunocompétent par des
mécanismes immunitaires innés; les seules infections observées chez de tels hétes étant
I'aspergillome et I'aspergillose broncho-pulmonaire allergique, qui sont des syndromes cliniques rares.
Ainsi A. fumigatus a-t-il, pendant des années, été considéré comme un pathogene faible. Cependant
I'augmentation du nombre de patients immunodéprimés a entrainé une croissance spectaculaire de
I'aspergillose invasive grave et souvent fatale, maintenant reconnue comme linfection fongique la

plus répandue dans le monde entier®®®.

" Saprophyte : capable de se nourrir de matiére organique non vivante par l'intermédiaire d'une
membrane, suite a une réaction enzymatique libérant les nutriments présents dans la matiére a ingérer.

' Conidie : spore assurant la multiplication asexuée des champignons mais non capable de mobilité
autonome.
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2.1.2. Premier test : diffusion solide

Un premier test a tout d’abord été réalisé en milieu solide : un disque imbibé d’extrait (dépot de
250 pg soit 25 uL d’une solution de 10 mg/mL dans le DMSO) est déposé sur de la gélose sur laquelle
pousse une culture de champignons. Apres 48h pour Candida et 72h pour Aspergillus, les résultats
sont négatifs, aucune zone d’inhibition n’est observée pour un dépét de 250 pg. Un autre test sur
trois extraits alcooliques (E01-US EtOH 70% et E02-AC et US MeOH) a donc été entrepris en
déposant cette fois-ci 500 pg d’extrait au lieu de 250 pg, soit le double en quantité. On note alors un
diamétre d’inhibition, pour les deux Candida, de 13 a 14 mm (sachant que le disque imbibé a un
diametre de 12 mm). Le témoin, 'amphotéricine B, présente quant a lui un diamétre d’inhibition de
30 mm pour un dépbt de 250 pg. L'activité des extraits n’est pas nulle si on considere que ce sont
des extraits et non des molécules pures qui sont testées, mais elle semble assez difficile a évaluer
avec cette méthode. Bosio et al. I'avaient également constaté et rapportaient que la diffusion solide
n'était pas adaptée a la comparaison de différentes souches bactériennes ou propolis car la
concentration minimale de propolis permettant la mesure du diameétre d’inhibition était relativement

haute et que les solutions de propolis ne diffusaient pas de facon réguliére®’.

2.1.3. Activité antifongique des extraits : microdilution

Afin de mieux appréhender cette activité antifongique, nous avons décidé de tester les extraits
par microdilution (milieu liquide). Des solutions d’extraits de concentrations décroissantes dans du
milieu de culture sont placées en présence des champignons dans une plaque de 96 puits. Apres 48
ou 72h, on mesure l'absorbance a 630 nm et on calcule la concentration minimale inhibant 80%
(CMlgp) de la croissance fongique. Plus la CMIg, est faible, plus I'activité antifongique de I'extrait est
importante. Le tableau I11-3 donne les CMIg, de six extraits de propolis de Ballot-Flurin, pour Candida

albicans, C. glabrata et pour Aspergillus fumigatus.

Tableau I11-3. Activité antifongique (CMIlg,) de six extraits de propolis sur C. albicans, C. glabrata et

A. fumigatus

: CMlgo (Hg/mL)
Extraits
C. albicans C. glabrata A. fumigatus

EO1 EtOH 70% 31 31 250

E02 MeOH 31 31 250

E03 EtOH 95% 31 16 250
E04-2 DCM 31 31 250
E06-1 Aq > 250 > 250 > 250
E08-2 mixte 16 31 250
Amphotéricine B 0.125 0.125 6

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis WO || 152



Chapitre 111 : Valorisation biologique

Alors que I'extrait aqueux (E06-1 Ag) ne présente pas d’activité antifongique intéressante (>250
ug/mL) sur les trois souches, les cinq extraits organiques (E01-04 et E08-2), quant a eux, possedent
une CMlg, inférieure ou égale a 31 ug/mL sur les deux Candida, ce qui correspond a une activité
antifongique significative. En effet, selon les expériences passées, on peut estimer que lactivité
antifongique d’un extrait devient intéressante pour une CMIg, inférieure ou égale a 62 ug/mL. Ces
mémes extraits ne possedent donc qu’une faible activité sur A. fumigatus (250 pg/mL). Ces valeurs
d’activité antifongique sont du méme ordre de grandeur que celles obtenues avec une propolis

argentine sur plusieurs espéces de Candida (CMl, comprises entre 31 et 125 pg/mL)?*®

ou encore
que celles de propolis provenant de Gréce et de Chypre (CMlip 20 pg/mL)*2. Aguero et al. ont
également montré que les champignons du genre Aspergillus n’étaient que peu sensibles aux extraits

de propolis®,

2.2, Activité antibactérienne

2.2.1. Souches testées
Nous avons choisi d’évaluer nos extraits de propolis sur un panel représentatif de bactéries

Gram(-) et Gram(+) responsables d’infections nosocomiales dans le milieu hospitalier (36 souches).

a) Souches Gram(-)

Acinetobacter baumannii (7 souches) est un germe d'infection opportuniste chez I'Homme,
particulierement chez les personnes immunodéprimées, et qui est a l'origine d’infections variées
parfois séveres (infections pulmonaires, septicémies, infections de plaies ou de brilures...). On le
trouve aussi comme agent de maladies nosocomiales et il est résistant aux antibiotiques®®®.

Escherichia Coli (2 souches) appelée aussi colibacille, est une bactérie intestinale trés commune
chez les étres humains. En effet, elle compose environ 80 % de notre flore intestinale aérobie.
Cependant, certaines souches d’E. coli peuvent étre pathogénes, entrainant alors des gastro-
entérites, infections urinaires, ou encore méningites.

Pseudomonas aeruginosa (3 souches), autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique,
peut, dans certaines conditions, étre pathogéne. Trés résistant, il est de plus en plus souvent
responsable d'infections nosocomiales. C'est I'une des bactéries les plus difficiles a traiter
cliniquement. Le taux de mortalité atteint 50 % chez les patients vulnérables (immunodéprimeés). Les
formes de pathologie qu'il engendre sont diverses : infection de I'eeil, de la peau (plaies : surtout
brilures et plaies opératoires), des urines (surtout aprés sondages), gastro-intestinales et des
poumons (par exemple aprées bronchoscopie), des méningites d'inoculation, des septicémies comme
stade terminal d'infections graves ou complication chez des malades soumis a un traitement

immunodépresseur, des leucémies, etc. Le bacille pyocyanique induit facilement des infections
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systémiques chez les immunodéprimés (par une chimiothérapie ou par le sida) et chez les victimes de
brilures et de fibrose kystique (mucoviscidose)?**.

Klebsiella oxytoca (1 souche) appartient a la famille des Enterobacteriaceae. |l est responsable
d’infections urinaires et septicémies.

Enterobacter cloacae (1 souche) est un pathogéne responsable d’infections nosocomiales telles
que des bactériémies, des infections pulmonaires, cutanées, urinaires et ophtalmiques.

Enterobacter aerogenes (1 souche) est une bactérie commensale du tube digestif. Elle peut étre
responsable d'infections urinaires et d'infections nosocomiales. |l existe des problemes de
polyrésistance aux antibiotiques.

Salmonella enteritidis (1 souche) une protéobactérie appartenant elle aussi a la famille des
Enterobacteriaceae. Les salmonella provoquent des maladies telles que la fievre typhoide, la fievre

paratyphoide et la toxi-infection alimentaire.

b) Souches Gram(+)

Staphylococcus aureus (13 souches dont des souches résistantes et sensibles), ou
staphylocoque doré, est I'espece la plus pathogene du genre. Elle est responsable d’intoxications
alimentaires, d’infections locales suppurées et, dans certains cas extrémes, de septicémies physiques
(greffes, prothéses cardiaques). S. aureus est ainsi responsable de nombreuses infections
nosocomiales dans le milieu hospitalier, et certaines souches multirésistantes sont devenues trés
problématiques ; parmi celles-ci on distinguera le SARM (Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline) qui est en France I'une des souches multirésistantes les plus répandues en milieu
hospitalier, les béta-lactamines étant devenues inefficaces sur cette derniére. On rencontre aussi le
SASM (S. aureus sensible & la méticilling)?*°.

Staphylococcus epidermidis (2 souches) se retrouve fréquemment sur la peau et les muqueuses
des humains et des animaux. Due a sa facilité de contamination, S. epidermidis est probablement
I'espece la plus commune. Bien que S. epidermidis soit habituellement non pathogéne, c'est une
cause importante d'infections chez les patients dont le systéme immunitaire est compromis ou des
patients portant des prothéses ou des cathéters. Ce microbe est responsable d'infections cutanées,
d'infections nasales comme des sinusites, d'infections urinaires chez la femme et I'hnomme. Ces
bactéries ont la capacité de produire des biofilms qui leur permettent d'adhérer aux surfaces des
prothéses médicales par exemple. Elles sont souvent résistantes a une grande variété d'antibiotiques,

y compris la pénicilline et la méticilline.
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Enterococcus faecalis (3 souches) et E. faecium (1 souche) sont des bactéries commensales
habitant le tube digestif et les intestins des humains mais également d’autres mammiféres. Elles
peuvent causer des endocardites, ainsi que des infections de la vessie, de la prostate ou de
I'"épididyme. E. faecalis peut causer des infections mortelles chez 'homme, particulierement dans un
environnement hospitalier : le haut niveau de résistance naturelle aux antibiotiques de la bactérie
contribue a sa pathogénicité et au risque nosocomial.

Corynebacterium striatum (1 souche) : le terme corynebacterium regroupe un ensemble
hétérogéne (20 genres) de bacilles a Gram positif. Parmi les espéces pathogénes, Corynebacterium
diphtheriae est le germe toxinogéne agent de la diphtérie. Les autres espéces sont des bactéries
pathogenes opportunistes. Elles sont omniprésentes dans la nature et colonisent la peau et les
muqueuses des humains. C. striatum a été impliqué dans des cas d'infections pleuropulmonaires chez
des personnes immunodéprimées, mais aussi a I'occasion de thrombophlébites, de conjonctivites, de

chorioamniotites ou de péritonites®*’.

2.2.2. Activité antibactérienne des extraits de propolis

L’évaluation de l'activité antibactérienne des extraits de propolis BFA a donc été réalisée par
détermination de la CMI en milieu gélosé. Différentes concentrations d’extraits sont préparées dans
de la gélose puis 21 souches peuvent étre inoculées en méme temps sur une méme boite de Pétri.

Rios et al. estiment qu’un extrait devient intéressant, en termes d’activité antimicrobienne,
lorsqu’il exprime une CMI g, inférieure ou égale & 100 pg/mL (et 10 pg/mL pour un composé pur)®'.
Dans un premier temps, I'activité des six extraits déja étudiés pour leur potentiel antifongique a donc
été évaluée sur les 28 souches bactériennes décrites, a une concentration de 100 ug/mL. Les

résultats sont rassemblés dans le tableau I11-4.
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Tableau I11-4. Activité antibactérienne de six extraits de propolis (100 pg/ mL) sur 28 souches

Gram(-) et Gram(+)

N°  Souches bactériennes Extraits (100 pg/mL)
EO1 E02 E03 E04-2 E6-1 E08-2
EtOH MeOH EtOH DCM H20 Mixte
70% 95%

Gram(-) :

1 Acinetobacter baumannii n°1 - - - - - -
Acinetobacter baumannii n°2 - - - c c -
Acinetobacter baumannii n°3 - - - = - -
Acinetobacter baumannii n°4 - - - c c -
Acinetobacter baumannii n°5 - - - = - -
Acinetobacter baumannii n°6 - - - = c -
Acinetobacter baumannii n°7 - - - = - -

Enterobacter cloacae - - = = - -

O 00 3 O L B W DN

Enterobacter aerogenes - - o . - -

—
(=)

Escherichia coli n°1 - - = = - -

—_
—_

Escherichia coli n°2 - - o - - -

—_
\S]

Klebsiella oxytoca - - - - - c

—_
W

Pseudomonas aeruginosan°l - - - - - -

=
~

Pseudomonas aeruginosan®2 - - - - - c

—_
9}

Pseudomonas aeruginosa n°3 - - - - - -
16  Salmonella enteritidis - - - - = -

Gram(+) :

17  Corynebacterium striatum + + + + - +
18  Enterococcus faecalis n°1 - - - - - -
19  Enterococcus faecalis n°2 - - - - - -
20 Enterococcus faecalis n°3 - - - - - -

21  Enterococcus faecium - - - - - -

22 Staphylococcus aureus - + - + - +
23 SARM n°l - + - + - +
24 SARM n°2 - - o + c +
25 SASM n°l - - - - - -
26 SASM n°2 - - - + - +

27 8. epidermidis methiS* - - = c - -
28 . epidermidis methiR” - - o - - -
- pas d’activité, + : activité antibactérienne, ® Sensible a la méticilline, ® Résistant & la méticilline

Ces résultats montrent que les bactéries Gram(-) ne sont pas sensibles aux six extraits de
propolis BFA. Par contre, les extraits organiques, a I'exception notable de I'extrait aqueux, sont actifs
sur quelques souches Gram(+) i.e. Corynebacterium striatum (E01-04 et 08-2) et surtout
Staphylococcus aureus, y compris dans le second cas vis-a-vis de certaines souches résistantes
(SARM) ou sensibles (SASM) a la méticilline (E02, E04-2 et E08-2).

Les CMIyo ont alors été déterminées pour Corynebacterium striatum (souche 17), pour

Staphylococcus aureus (souche 22) et ses SARM (souches 23 et 24) ainsi que pour les SASM
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(souches 25 et 26) mais également pour huit nouvelles souches de SARM et SASM, afin de préciser

I'activité sur ces dernieres (Tableau I11-5).

Tableau I11-5. Activité antibactérienne (CMI 4,) des cinq extraits organiques de propolis sur 14

souches Gram(+)

N° Souches bactériennes CMI, gy (ug/mL)
EO1 ECOH E02 E03 EtOH E04-2 E08-2 Oxacilline
70% MeOH 95% DCM mixte
17 Cormebacterium 90+0 77+12 83+6  63+15 872l
Striatum -
22 Staphylococcus aureus >100 90+ 0 >100 6010 6715 <0.25
23 SARM n°l >100 900 >100 57+12 300 >4
24  SARM n°2 >100 >100 >100 8010 77+23 >4
25 SASM n°l >100 >100 >100 >100 >100 <0.25
26 SASM n°2 >100 >100 >100 87+6 83+£29 <025
29 SARM n°3 >100 >100 >100 800 87 £21 >4
30 SARM n°4 >100 >100 >100 77 +£6 67+23 >4
31 SARM n°5 >100 >100 >100 97+6 >100 >4
32 SARM n°6 >100 >100 >100 77 +£6 73+29 >4
33 SASM n°3 >100 >100 >100 77 +6 73+£12 025
34 SASM n°4 >100 >100 >100 80+0 97+12 0.5
35 SASM n°5 >100 >100 >100 77 +6 90+17 0.5
36 SASM n°6 >100 >100 >100 T77+£6 90+ 0 <0.25

Tous les extraits testés présentent une activité significative sur Corynebacterium striatum (63-
90 ug/mL). Par contre, seuls les extraits DCM et mixte présentent de bonnes activités
antibactériennes contre S. aureus et les souches SARM et SASM [avec la meilleure activité contre le
SARM n°1 pour I'extrait mixte (30 pug/mL)]. Parmi les extraits alcooliques, E02 (MeOH) semble un
peu plus actif (90 pug/mL pour S. aureus et SARM n°1) que E01 et E03 (EtOH 70 et 95%) qui posséde
des CMlqo supérieures @ 100 pg/mL.

Ces valeurs d’activité antibactérienne semblent conformes a celles décrites par Bonhevi et al.
pour des propolis originaires de différentes régions du monde (CMIl;o, de 80 a >100 pg/mL contre S.

aureus)®*

. Mais en ce qui concerne S. aureus et les SARM, elles semblent meilleures que celles
rapportées pour une propolis francaise par Grange et Davey (CMl;o 188-375 pg/mL)?*. Lactivité
antibactérienne de nos extraits contre les SARM et les SASM peut étre comparée a celle
précédemment attribuée a une propolis des iles Salomon, dans le Sud-Ouest de I'océan Pacifique,
montrant des CMI oo comprises entre 64 et 128 pg/mL"". L'activité de E02 (MeOH) semble par ailleurs
plus importante que celle d'un extrait similaire obtenu a partir d’une propolis jordanienne (585 ug/mL

contre S. aureus et 4.7 mg/mL contre les SARM)®°.
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2.3. Relations composition-activité antimicrobienne

2.3.1. Relation taux de PT et FT-activité antimicrobienne
Dans un premier temps, nous avons comparé les taux de polyphénols totaux et de flavonoides

avec les activités antimicrobiennes sur les deux souches de Candida et sur S. aureus (Tableau I11-6)

Tableau I11-6. Comparaison des taux de polyphénols totaux (PT) et de flavonoides totaux

(FT=FF+FD) avec les CMlg, contre C. albicans et glabrata et la CMI oo contre S. aureus

Extraits PT FT=FF + FD CMlgo (ng/mL) CMlygo (pg/mL)
(mg GAE/g) (mg/g) C. albicans | C. glabrata S. aureus

EO1 EtOH 70 | 246.3+£10.6 | 227.9+9.3 31 31 (>100)

EO02 MeOH 238.7+ 133 | 223.2+5.8 31 31 900

EO3 EtOH 95 253.6+5.1 220.1+3.6 31 16 (> 100)

EO4-2 DCM 273.5+6.8 | 254.6+10.3 31 31 60 £ 10

EO05-1 Aq 279.5+22.4 97.1+7.8 > 250 > 250 >100

EO08-2 mixte 281.0+7.1 | 236.0+10.3 16 31 67 £ 15

Ces résultats suggérent que les activités antifongiques et antimicrobiennes des extraits de
propolis BFA peuvent étre reliées a des taux de PT et FT élevés. En effet, alors que tous les extraits
ont un fort taux de PT, seuls ceux qui présentent de plus un taux de FT élevé sont actifs sur les
souches étudiées. Autrement dit, bien que I'extrait aqueux présente un fort taux de PT, son faible
taux de FT entraine une inactivité sur les souches fongiques et bactériennes. A contrario plus les taux
de PT et de FT sont élevés et plus la CMlo apparait faible. C'est le cas ici pour les extraits E04-2
DCM et E08-2 mixte. C'est ce qu’ont également montré Velasquez et al., a partir d’EEP provenant de
trois régions urbanisées (Ures, Caborca et Pueblo de Alamos) de I'état du Sonora au Mexique. Ces
échantillons présentaient respectivement des taux de FT de 410, 332 et 209 mg/g avec des CMlyq, de
100, 200 et >400 pg/mL*.

2.3.2. Relation taux cumulé des 12 marqueurs-activité antimicrobienne

Dans un second temps, nous avons comparé les activités antifongiques et antibactériennes des
six extraits de propolis BFA avec le taux cumulé des 12 marqueurs associé a chaque extrait (cf.
tableau 11-7 du chapitre Il, section 5.3.1 ¢ page 105). Les extraits E04-2 DCM et E08-2 mixte, qui
présentent les meilleures activités antibactériennes contre S. aureus (et ses SARM et SASM)

possedent également les taux cumulés des 12 marqueurs les plus élevés.

2.3.3. Activités antimicrobiennes des cinq constituants majoritaires
Les cing composés majoritaires des extraits actifs, parmi les douze quantifiés, sont par ordre
décroissant : la pinobanksine-3-acétate (29), la pinocembrine (26), la chrysine (34), la galangine

(35) et le caféate de prényle (30) (cf. tableau I1-7 page 105). Ainsi, les activités antifongiques (C.
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albicans et glabrata et A. fumigatus) et antibactériennes (S. aureus, 2 SARM et 2 SASM) ont-elles été

individuellement déterminées pour ces cing composés majoritaires (Tableau I11-7).

Tableau I11-7. Activités antifongiques et antibactériennes des cinq composés majoritaires des

extraits organiques de propolis BFA

Composé / CMIg, (ug/mL)
Pinobanksine- Pinocem-  Chrysine Galangine Caféate de Ampho-
Souches 3-acétate (29) brine 34) 35) prényle téricine B
antifongiques (26) 30)
C. albicans 250 62 > 250 > 250 62 0.125
C. glabrata 250 125 > 250 > 250 16 0.125
A. fumigatus > 250 250 > 250 > 250 125 6

Composé / CMI, g (ug/mL)
Pinobanksine- Pinocem-  Chrysine  Galangine Caféate de Oxacilline

Souches anti- 3-acétate (29) brine 34) 35) prényle
N° bactériennes (26) (30)
22 S. aureus > 100 100 +0 > 100 > 100 63+6 <0.25
23 SARM n°1 > 100 > 100 > 100 > 100 70£0 >4
24 SARM n°2 > 100 > 100 > 100 > 100 70+0 >4
25 SASM n°1 > 100 > 100 > 100 > 100 93+6 <0.25
26 SASM n°2 > 100 > 100 > 100 > 100 93+6 <0.25

La pinobanksine-3-acétate (29), la chrysine (34) et la galangine (35) ne sont pas actives sur
les trois souches fongiques (CMlgy = 250 pg/mL) ni sur les cing souches de staphylocoques (CMI; g,
>100 pg/mL). La pinocembrine (26) montre une activité modérée sur C. albicans et glabrata (CMlg,
62-125 pg/mL) et sur S. aureus. Le caféate de prényle (30) est le composé qui possede les
meilleures activités : jusqu’a 16 pg/mL contre C. glabrata et jusqu'a 63 ug/mL contre S. aureus.
Méme si le caféate de prényle montre les CMI les plus faibles parmi les cing composés majoritaires,
ces derniers, pris individuellement, ne semblent pas aussi actifs que les extraits organiques (CMl g
30-100 pg/mL). Dans la méme optique et dans le cas de I'extrait méthanolique d’'une propolis
jordanienne, Darwish et al. ont évalué lactivité antibactérienne de trois composés-types : la
pinobanksine-3-acétate, la pinocembrine et la chrysine, qui se sont révélés étre les composés les plus
actifs (CMl1go aux alentours de 250 pg/mLl), sur S. aureus et une souche SARM®. Les auteurs
s’attendaient en réalité a mesurer des activités beaucoup plus importantes pour des composés purs,
ce qui suggere que I'activité antibactérienne de la propolis est certainement due a une interaction

synergique de ces constituants.

2.4. Effets synergiques des constituants de la propolis

Ces précédents résultats sont en accord avec ceux de Kujumgiev et al., pour lesquels un seul

constituant ou une seule famille de constituants ne peuvent a eux seuls expliquer lactivité
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antibactérienne d'une propolis. Les combinaisons de composés, qui agissent de fagon synergique,
observées dans ce type de mélanges complexes, sont donc essentielles pour leurs propriétés
biologiques'®. Kujumgiev reléve aussi qu'a ce jour, aucune recherche sur I'activité antibactérienne des
propolis, ne peut démontrer qu'un seul constituant posséderait une activité supérieure a celle de

I'extrait total'®2*

. Malheureusement, tous les constituants de la propolis BFA n’ont pu étre testés
individuellement car cela aurait demandé beaucoup de temps et de manipulations. Par contre, les
activités antifongiques et antibactériennes d’'un des deux composés nouveaux identifiés (l'autre
s'étant dégradé), la 8-[(E)-phénylprop-2-én-1-one]-5-méthoxycatéchine (43), ont été évaluées. Les

résultats sont donnés dans le tableau I11-8.

Tableau I11-8. Activités antifongiques et antibactériennes du composé nouveau 43

Activité antifongique Activité antibactérienne
Souches CMlgo (pg/mlL) N° Souches (Ss';’/”r;"ﬁ)
C. albicans > 250 22 S. aureus > 100
C. glabrata > 250 23 MRSA n°1 <10
A. fumigatus > 250 24 MRSA n°2 <10

25 MSSA n°1 > 100
26 MSSA n°2 > 100

Le dérivé de la catéchine (43) ne présente pas d’activité sur les trois souches fongiques
étudiées. Et alors qu’il n’est pas actif sur la souche standard de S. aureus et ses SASM, sa CMl g (<
10 ug/mL) est particulierement faible sur les souches résistantes, ce qui représente une activité trés
intéressante. Cependant, ce composé étant présent en assez faible quantité dans la propolis (0.6
mg/g), il semble donc beaucoup plus important de se focaliser sur I'extrait de propolis dans sa

globalité, qui de plus est assez facile a obtenir.

Le mécanisme de l'activité antimicrobienne de la propolis est complexe et peut étre attribué, on
I'a déja vu, a I'effet synergique de ses différents constituants actifs comme les composés phénoliques
et les flavonoides'®"#%°. En effet, ces composés auraient la capacité d’augmenter la perméabilité de
la membrane et d’inhiber la mobilité des bactéries, ce qui contribuerait a I'action antibactérienne de la
propolis et & son synergisme avec les antibiotiques®*®. Une étude réalisée par AL-Waili et al. a méme
montré que la propolis et le miel avaient des effets synergiques sur une seule souche microbienne
(par exemple C. albicans) mais aussi sur un mélange de plusieurs souches (C. albicans + S. aureus +
E. Coli)®*". D’autres études in vitro confirment le synergisme entre la propolis et les antibiotiques :
Krol et al. ont décrit un effet synergique entre la propolis et les antibiotiques sur la croissance de S.
aureus, mais qui était significative uniquement & une concentration de 600 pg/mL®*. Une autre étude

indique que la CMI de 15 propolis différentes pour S. aureus et S. subtilis se situait plutét entre 80 et
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200 pg/mL2*, cette derniére valeur étant également décrite dans I'étude de Wojtyczka et al.**®.
Stepanovic et al. ont montré qu'il existait des actions antimicrobiennes synergiques de la propolis
avec I'ampicilline, la ceftriaxone et la doxycycline contre S. aureus et avec la nystatine contre C.
albicans, et que la résistance des souches bactériennes aux antibiotiques n’avait pas d’influence sur

leur sensibilité vis-a-vis de I'extrait de propolis™*

. Des études de synergisme in vitro, menées par
Fernandes Junior™® ont révélé des effets synergiques des EEP avec le chloramphénicol, la

gentamicine, la netilmicine, la tétracycline, la vancomycine et la clindamycine.

2.5. Conclusion

Ces résultats sont trés importants car la résistance aux antibiotiques est progressivement
devenue I'un des problémes majeurs de santé publique du 21°™° siécle®*. La résistance concerne des
antibiotiques aussi bien utilisés dans le traitement d’infections bactériennes et fongiques que virales.
Une trés large variété de mécanismes biochimiques et physiologiques peut étre a I'origine de cette
résistance. Récemment, une base de donnée (ARDB pour Antibiotic Resistance Genes Database) a
révélé I'existence de plus de 20 000 génes potentiellement "résistants", provenant de pres de 400
types différents®°. De trés nombreux pathogénes deviennent donc résistants aux antibiotiques, aussi
bien chez les germes Gram(+) que Gram(-). Ainsi la résistance aux antibiotiques continue-t-elle
d’augmenter alors que le développement de nouveaux agents antibiotiques, lui, ralenti. Mais devant
I'ampleur de ce probléme, plusieurs campagnes multinationales ont abouti a des recommandations
politiques et ont amorcé un important débat dans le but de stimuler le développement de nouveaux
médicaments antibactériens et de nouvelles technologies, ce qui a abouti a une intense coopération
entre les Etats-Unis et I'Union Européenne (UE), qui ont annoncé en 2011 leur “Plan d’action contre
les menaces croissantes de la résistance microbienne” qui ne cesse de prendre de I'ampleur au sein
de 'UE. La Commission Européenne est méme a l'origine d’une approche sans précédent, qui consiste
a conduire la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques en impliquant les industries
pharmaceutiques, les laboratoires de recherche des universités et les petites entreprises soutenues

par les fonds publics au moyen de subventions®'.

Les extraits DCM et mixte de propolis BFA, présentant de bonnes activités antibactériennes
contre S. aureus et plusieurs de ses souches résistantes et sensibles a la méticilline (CMlq 30-100
mg/mL), posséderaient un réel potentiel dans la lutte des infections a staphylocoques.
Malheureusement, le DCM est peu adapté a un usage thérapeutique. Nous nous attendions a ce que
les extraits éthanoliques soient dotés d’'une activité contre S. aureus semblable a celle des extraits
DCM et mixte (comme pour les levures Candida), mais ce n’est pas le cas (CMlioo >100 mg/mL). Il

conviendrait donc de développer des extractions alternatives, par des solvants non toxiques et
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écologiques, permettant d’obtenir des extraits de composition similaire a celle des extraits a base de
DCM.

Un article sur les activités antifongiques et antibactériennes de la propolis frangaise de Ballot-
Flurin, destiné au journal “Evidence-based Complementary and alternative Medicine” (eCAM) est en

préparation.

3. Partie expérimentale

3.1. Réactifs

Le 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH), l'albumine de sérum bovin (BSA, fraction V), le
phosphate de potassium monobasique, le phosphate de potassium dibasique trihydraté, I'azoture de
sodium, I'aminoguanidine hydrochloride, le milieu RPMI-1640, I'acide 3-(N-
morpholino)propanesulfonique (MOPS) et la glutamine, tous de pureté analytique, ont été achetés
chez Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France). Le 2,2’-Azobis (2-methylpropionamidine)
dihydrochloride (AAPH), la fluorescéine (FL), l'acide 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxyliqgue (Trolox®), l'acide 5’-caffeoylquinique (acide chlorogénique) proviennent d’Acros
Organics (Geel, Belgium) et le ribose vient de chez Alfa Aesar (Schiltigheim, France). Le milieu gélosé

(Mueller Hinton agar) provient de Merk (Allemagne).

3.2. Activité antioxydante

3.2.1. Méthode DPPH

L’évaluation de lactivité antioxydante des extraits de propolis par le diphénylpicrylhydrazyle
(DPPH) a été effectuée en utilisant une méthodologie décrite par Abdel-Lateff et al.??, légérement
modifiée. Les extraits ou les composés a tester ainsi que les standards sont dilués dans I'éthanol
absolu a une concentration de 0.02 mg/mL a partir de solutions méres a 1 mg/mL dans le DMSO. 100
uL des solutions diluées sont placés dans des plaques a 96 puits en triple exemplaires. La réaction est
alors initiée par addition de 25 uL d’'une solution de DPPH fraichement préparée (1 mM) et de 75 pL
d’EtOH absolu en utilisant I'injecteur du lecteur de microplaques (Infinite® 200, Tecan, France) de
facon a obtenir un volume final de 200 uL par puits. Au bout de 30 minutes a I'obscurité et a
température ambiante, I'absorbance est mesurée a 517 nm. L'EtOH est utilisé comme blanc et des
solutions de Trolox (analogue hydrophile de I'a-tocophérol) de 10, 25, 50, et 75 uM sont utilisées
pour I'établissement de la droite d'étalonnage. Des solutions éthanoliques d'acide chlorogénique (56.5
uM) et d’extrait de romarin (0.02 mg/mL) sont utilisées comme standards de contréle qualité. Les

résultats sont exprimés en termes d’équivalents Trolox (micromoles de TE par gramme d'extrait).
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3.2.2. Méthode ORAC

L’évaluation de l'activité antioxydante par la méthode ORAC a été réalisée selon la méthode
décrite par Huang et al.**® avec quelques modifications. Le dosage a été réalisé dans une microplaque
de 96 puits. Le mélange réactionnel contenait 100 uL de tampon phosphate a 75 mM (pH 7.4), 100
uL d’une solution de fluorescéine fraichement préparée a 0.1 mM dans du tampon phosphate, 50 pL
d’une solution de 2,2'-azobis(2-méthylpropionamidine) dichlorhydrate (AAPH) fraichement préparée
(51.6 mg/mL dans du tampon phosphate) et 20 pL d'échantillon par puits. Les échantillons sont
analysés en triple exemplaires et dilués dans le tampon phosphate a différentes concentrations (25,
12.5, 6.25 et 3.12 mg/mL) a partir de solutions méres a 1 mg/mL dans le DMSO. La fluorescéine, le
tampon phosphate et les échantillons ont été pré-incubés a 37°C pendant 10 min. La réaction est
déclenchée par I'ajout de 'AAPH en utilisant l'injecteur du lecteur de microplaques (Infini® 200,
Tecan, France). La fluorescence est mesurée et enregistrée pendant 40 minutes (Ae. 485 nm, Agy
520 nm). Le tampon phosphate a 75 mM est utilisé comme blanc et des solutions de Trolox de 12.5,
25, 50 et 75 uM sont utilisées pour I'établissement de la droite d'étalonnage. Des solutions d'acide
chlorogénique (8.8 uM) et d’extrait de romarin (12.5 pug/mL) dans du tampon phosphate ont été
utilisées comme standards de contréle de qualité. Les valeurs ORAC finales ont été calculées en
utilisant une équation de régression entre la concentration de Trolox et 'aire nette sous courbe de
décroissance de la fluorescéine et ont été exprimées en micromole d’équivalents Trolox par gramme
de matiére séche. Les aires sous courbes ont été calculées en utilisant le logiciel d'analyse de

données Magellan™ (Tecan, France).

3.3. Activité anti-AGEs

Les concentrations inhibant 50% (Cls) de la formation des AGEs sont déterminées en utilisant

la méthode déja décrite au laboratoire®™

en y apportant quelques modifications. Brievement,
I'albumine de sérum bovin (BSA) (10 mg/mL) est mise & incuber avec du D-ribose (0.5 M) et I'extrait
(1 ug a1 mg) ou le composé a tester (3 uM a 3 mM) dans du tampon phosphate (50 mM) a pH 7.4
(NaNs, 0.02%). Les solutions sont incubées a 37°C pendant 24h directement dans des microplaques
de 96 puits fermées hermétiquement avant mesure de la fluorescence des AGEs. La fluorescence
provenant de I'incubation, dans les mémes conditions, entre la BSA (10 mg/mL) et I'extrait (1 pg a 1
mg) ou le composé a tester (3 uM a 3 mM), est soustraite pour chaque mesure. Un contréle, c’est-a-
dire sans inhibition de la formation des AGEs, consiste en un mélange contenant la BSA (10 mg/mL)
et le D-ribose (0.5 M). Un blanc, c’est-a-dire 100% de l'inhibition de la formation des AGEs, consiste
en de la BSA seule. Le volume final par puits est de 100 pL. La fluorescence des AGEs est mesurée
aux longueurs d'onde d'excitation et d'émission de la pentosidine (Aexc 335 nm, Ae, 385 nm) gréce a

un spectrofluorimetre lecteur de microplaques. Dans le cadre de cette automatisation, une seule
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analyse est suffisante pour une détermination précise de la Cls*'®*"°. Le pourcentage de formation

des AGEs est calculé selon la formule suivante pour chaque concentration d’extrait/composé :

fluorescence (échantillon)- fluorescence (blanc/échantillon)
AGEs (%) =

fluorescence (contréle)- fluorescence (blanc/contréle)
La courbe sigmoide "dose-effet" a été établie grace au logiciel Sigma Plot 12.0, permettant ainsi

le calcul des valeurs de Cls.

3.4. Activité antifongique

L’activité antifongique a été évaluée sur des champignons pathogénes pour 'homme : deux
levures communes (Candida albicans ATCC 66396 et C. glabrata LMA 90-1085) et un champignon
filamenteux (Aspergillus fumigatus CBS 11326). Ces souches fongiques ont été obtenues aux
laboratoires de parasitologie et de mycologie, au Centre Universitaire Hospitalier d’Angers. Les
microorganismes ont été cultivés a 37 °C dans du milieu YPDA (yeast extract—peptone-dextrose-
agar) contenant 0.5 g/L de chloramphénicol pendant deux (pour C. albicans et glabrata) ou trois
jours (A. fumigatus). Les tests ont été réalisés selon la procédure décrite par Alomar et al.?®*, en
suivant les directives des méthodes de référence approuvées par le National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) pour les levures®® et champignons filamentaux®®. Briévement, les
suspensions des deux Candida et d’A. fumigatus dans I'eau distillée sont respectivement centrifugées
et filtrés puis ajustées a une densité optique de 0.06 a 0.1 a 630 nm). Elles sont ensuite introduites
(1/1000 dans le cas des levures et 1/10 dans le cas d’A. fumigatus) dans du milieu de culture préparé
avec 10 mL de milieu RPMI-1640, 10 mL de MOPS (aliquoté), 1 mL de glutamine (aliquoté) et 79 mL
d’eau distillée. Les tests antifongiques ont été réalisés dans des microplaques de 96 puits. Les
échantillons a tester sont tout d’abord dilués deux fois en cascade dans le DMSO et 5 pL de chaque
solution est déposé en triplicat dans les puits de fagon a obtenir des concentrations finales de 250 a
1.95 pg/mL. Un contréle stérile permet de vérifier que le milieu RPMI stérile n’a pas été contaminé.
Un contrdle contaminé consiste en le milieu RPMI contaminé par la levure ou le champignon seuls. Un
contréle précipitation correspond a la solution d’échantillon dans le milieu RPMI stérile. Le plan de la

microplaque est détaillé dans la figure 111-23.
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Figure 111-23. Plan de la microplaque du test antifongique (microdilution)

Aprés 48h a 37°C pour C. albicans et glabrata, et 72h pour A. fumigatus, la concentration

minimale inhibant 80% (CMIlg) de la croissance fongique correspond a la plus faible concentration

moyenne DO(Composé)-DO(CP) 0
moyenne DO(CC) x100 < 20 (/0)

pour CF =

Ou CF : croissance fongique
DO : densité optique
CP : contrble précipité
CC : contréle contaminé

L’amphotéricine B a été utilisée comme témoin de référence.

3.5. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été évaluée sur 36 souches bactériennes pathogénes pour 'homme
(laboratoire de bactériologie, CHU d’Angers) : sept souches d’Acinetobacter baumannii (RCH,
SAN008, 12, AYE, CIP7034, CIP107292 et CIP5377), deux souches d’Escherichia coli (ATCC25922 et
un isolat clinique 0705A0434), trois souches de Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853 et deux isolats
cliniques 0704C0134 et 0703C0259), ainsi que quatre isolats cliniques d’Enterobacter cloacae
(0705A1743), E. aerogenes (0705A0867), Klebsiella oxytoca (0705C0187) et Salmonella enteritidis
(phage type 4) pour les bactéries gram(-); treize souches de Staphylococcus aureus [ATCC25923, six
SARM (n°1 0706C0025, n°2 0702E0196, n°3 11004533801, n°4 11004691801, n°5 11004787401,
n°6 11006153901) et six SASM (n°1 0703H0036, n°2 0701A0095, n°3 11004327701, n°4
11004480701, n°5 11004691801, n°6 11004010401), deux isolats cliniques de S. epidermidis
[methiS (12004523201) et methiR (12552599902)], trois isolats cliniques d’Enterococcus faecalis
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(11003508001, 11003492701 et 11004774001) et un d’E. faecium (11502441401), et enfin un isolat
clinique de Corynebacterium striatum (56) pour les bactéries gram(+).

Les tests ont été réalisés selon la méthode décrite par Alomar et al.®’

avec quelques
modifications. Dans un premier temps, des solutions meéres de chaque échantillon (extrait ou
composé pur) sont préparées a une concentration de 20 mg/mL dans du DMSO dans des conditions
stériles. Puis selon la concentration a tester, on ajoute le volume correspondant dans 20 mL de milieu
gélosé Mueller-Hinton en surfusion a 55°C environ. Par exemple, pour tester une concentration de 70
ug/mlL, il faut ajouter 70 pL de la solution mere a 20 mg/mL dans 20 mL de milieu gélosé. Le
mélange est alors placé dans des boites de Pétri et mis a refroidir. Dans un second temps, les
souches bactériennes sont préparées a linoclic (dilution d'une colonie dans I'eau). Pour les
staphylocoques, on met les souches en suspension dans une solution saline (0.15 M) de fagon a
obtenir une solution de densité optique de 1.1 MF (Mac Ferlan, mesure de turbidité) qui sera diluée
au dixieme. 21 souches peuvent étre inoculées en méme temps par dép6t (10 uL) sur la surface des
géloses contenant des extraits ou composés, grdce a un inoculateur multipoint (AQS, Angleterre)
(Figure I11-24). Des boites témoins ne contenant pas d’échantillon sont également ensemencées en

début et en fin d'inoculation, et entre chaque extrait ou composé.

21 souches issues de

Milieu gélosé L o
la cliniqgue hospitaliére

contenant le composé
sélectionné

(diverses
concentrations seront
testées)

Figure I11-24. Schéma d’une boite de Pétri servant a I’évaluation microbiologique d’extraits ou de

composés

Aprés 24h d’incubation a 37°C, la concentration minimum d’inhibition (CMlye, pg/mL) de
chaque échantillon contre les souches bactériennes est déterminée, elle correspond a la premiére
concentration ou aucune pousse n’est observée. L'oxacilline est utilisée pour distinguer des souches
de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM: CMlyp < 0.25 pg/mL) des souches sensibles
(SASM : CMlyqp 2 4 pg/mL).
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Dans le cadre de cette these, nous avons également eu I'occasion d'étudier trois autres propolis
provenant de régions du monde plus "exotiques" : I'Amérique Latine (Mexique), I’Afrique de I'Ouest

(Cote d'Ivoire) et I'Afrique de I'Est (Ouganda). Ces propolis seront comparées a la propolis BFA.

1. Echantillons de propolis

1.1. Propolis mexicaine (MEX)

L'échantillon de propolis mexicaine (224 g) a été collecté dans des ruches situées dans la
péninsule du Yucatadn et plus particulierement dans la zone de Macario Gomez dans la ville de
Solidaridad, dans I'état du Quintana Roo, au Mexique. Il fut obtenu fin 2012 dans un magasin de
distribution de miel de la coopérative "Productores y Realizadores de Miel Maya" a Dzildzilche, situé
entre Mérida et Cancun. Cet échantillon se présentait sous forme d'une grosse boule marron foncé

dure et collante a la fois, avec une odeur neutre (Figure V-1a).

1.2.  Propolis ivoirienne (CIV)

L'échantillon de propolis ivoirienne (40 g) a été collecté dans des ruches situées dans la zone de
Katiola, proche de Bouaké au centre de la Cote d'Ivoire. Cet échantillon se présentait sous forme de
morceaux orangés a bruns un peu agglomérés présentant une odeur semblable a celle de la propolis
BFA (Figure V-1b).

1.3. Propolis ougandaise (OUG)

L'échantillon de propolis ougandaise (60 g) nous a été fourni lors d'un congrés Apimondia (Kiev,
Ukraine, 2013) regroupant des participants du monde entier. Nous n’avons malheureusement pas pu,
a ce jour, obtenir plus d'informations sur les sites et dates de collecte de cette propolis. Cette propolis

se présentait sous forme d'agglomérat noir trés dur, sans odeur particuliére (Figure V-1c).

Figure V-1, Echantillons de propolis mexicaine (a), ivoirienne (b) et ougandaise (c)
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2. Bibliographie disponible
2.1. Propolis mexicaine

L'analyse phytochimique d'une propolis rouge collectée a Campeche, dans le Sud-Est du
Mexique, a montré la présence de flavanones, isoflavanes et ptérocarpanes, laissant supposer une
possible relation entre cette propolis rouge du Mexique et les plantes du genre Dalbergia®’®. D'autres
recherches ont montré une activité antimicrobienne contre les bactéries Gram(-) de quelques

274 une corrélation entre l'activité antimicrobienne

échantillons de propolis collectés a Campeche
d’'une part et la composition de la propolis et des plantes collectées dans le centre du Mexique®”®
d’autre part et également l'identification par GC/MS de plus de 100 composés volatils provenant de
deux échantillons de propolis collectés dans le Yucatdn®’. Enfin, une étude sur la composition
chimique et les activités biologiques de trois propolis collectées dans des régions arides et semi-
arides de I'état du Sonora, a montré la présence de dérivés d'acides cinnamiques et
phénylpropanoiques ainsi que des flavonoides comme composés majoritaires associés aux activités

antibactériennes, antioxydantes et cytotoxiques®'*°.

2.2. Propolis ivoirienne

Il n‘existe pas de bibliographie sur la propolis de Cote d'Ivoire, mais de trés récentes études
(2014) ont été publiées sur des propolis provenant de quelques pays d’Afrique de I'Ouest. De
nouveaux stilbénes prénylés et géranylés ont été isolés d'une propolis provenant du Ghana et
également une ploroglucinone prénylée d’'une propolis du Cameroun, cette dernieére présentant une
trés bonne activité contre le parasite Trypanosoma brucei brucei impliqué dans la maladie du
sommeil®’®, Une étude sur une autre propolis camerounaise a montré la présence de triterpénes et de

77 Enfin, l'analyse de la composition chimique d’une

lipides phénoliques [alk(en)ylrésorcinols]
propolis provenant du Nigéria a révélé la présence de flavonoides prénylés et géranylés ainsi que de

stilbénes géranylés (schweinfurthines B et C, mappaine) associés aux espéces de Macaranga®’.

2.3. Propolis ougandaise

Il y a tres peu de bibliographie sur la propolis provenant d’‘Ouganda. Seuls Zhang et al. ont
décrit trés récemment, dans une étude comparative de plusieurs propolis provenant d’Afrique (dont la
propolis nigériane précédemment décrite), que les composés majoritaires de la propolis ougandaise
étudiée étaient des triterpénes, et principalement des dérivés d’amyrines et de lupéol*’®. Il existe
cependant plusieurs articles sur la propolis d’Afrique de I'Est, provenant par exemple du Kenya, ou
encore d’Ethiopie. Une étude sur une propolis kenyane a révélé que ses constituants majoritaires
étaient des géranylflavonoides (par exemple, la macarangine), des géranylstilbénes (les

schweinfurthines A et B) et des lignanes provenant probablement d’espéces de Macaranga®®. Une
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étude sur une propolis d'Ethiopie a montré que celle-ci contenait majoritairement de la pinocembrine
avec un peu de galangine, de naringénine et d’apigénine®. L'analyse de la composition chimique par
GC/MS d’une autre propolis éthiopienne, collectée a l'université d'Haramaya dans I'Est du pays,
révéle la présence de constituants aminés tels que la N,N-dibutylbenzenamine, la paromomycine
(antibiotique aminoside), la N-méthyl-N-[4-(1-pyrrolidinyl)-2-butinyl]-4-aminobutyramide, entre
autres, associés a des activités antifongiques contre Fusarium sp., Aspergillus niger et Colletotrichum
sp.279.

3. Compositions chimiques

3.1. Extractions

3.1.1. Extractions éthanoliques

Ces trois propolis ont été extraites par de I'éthanol a 95% en utilisant le méme protocole que
pour la propolis BFA. La figure V-2 donne les rendements d’extraction de ces trois propolis ainsi que
celui de I'extrait EO3 de la propolis BFA (rebaptisé dans ce chapitre FRA").

Extraits éthanoliques (EEP)
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—_ 1 32 29 |
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Figure V-2. Comparaison des rendements d’extraction éthanolique (EEP) des 4 propolis
[origines : France (FRA), Cote d'Ivoire (CIV), Mexique (MEX) et Ouganda (OUG)]

Les 4 propolis se répartissent en deux groupes distincts :
- le premier avec des rendements en EEP de |'ordre de 68-71% soit environ 2/3 par rapport a
la propolis brute, pour les propolis francaise et ivoirienne
- le deuxiéeme avec des rendements de 34-35% en EEP soit environ 1/3 par rapport a la

propolis brute, pour les propolis mexicaine et ougandaise

" Les figures et les tableaux de ce chapitre faisaient I'objet d’une communication orale destinée a étre présentée
aux Journées Nationales de I'Apiculture de Cote d’Ivoire en mai 2014 (finalement annulées). La propolis BFA est
alors rebaptisée FRA pour “France”.
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3.1.2. Extractions successives
Ces propolis ont également subi des extractions successives par des solvants de polarité
croissante : cyclohexane, DCM et MeOH. La figure V-3 compare les valeurs des rendements des

extraits de la propolis BFA (E04-cylohexane, E04-DCM et E04-AcOEt+MeOH) avec ceux des trois
propolis exotiques.

Extraits successifs
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80 +— . 30 33
50

3

60 - 3 =

£ 48

S 40 +— —

e 62 60

€ 20 — 54 ’s —
0 T T T 1
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Cyclohexane DCM m MeOH Résidus

Figure V-3. Comparaison des rendements d’'extractions successives des 4 propolis

Cette fois encore, on note des similitudes entre les propolis francaise et ivoirienne d'une part et
entre les propolis mexicaine et ougandaise d’autre part. Le premier groupe posséde des rendements
en extraits cyclohexaniques de 25 a 31% alors que le deuxieme groupe posséde des rendements
deux fois supérieurs. Les propolis mexicaine et ougandaise semblent donc contenir plus de cires ou
de composés apolaires que les deux autres propolis. De plus, les rendements en extraits DCM (de
I'ordre de 50%) et en extraits MeOH (de I'ordre de 20%) des propolis frangaise et ivoirienne indiquent
qu’elles contiennent davantage de composés moyennement polaires a polaires. Enfin, le taux de

résidus insolubles représente quasiment le tiers du rendement total des propolis mexicaine et
ougandaise.
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3.2. Dosages des polyphénols totaux

Les taux de polyphénols totaux des EEP des quatre propolis sont rassemblés sur la figure V-4.
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Figure V-4. Comparaison des taux de polyphénols totaux des 4 propolis (EEP)

Les propolis francaise et ivoirienne possédent des taux de polyphénols totaux compris entre 200
et 300 mg d'équivalent d'acide gallique (GAE) par gramme d’extrait, caractéristiques des propolis de
type peuplier. En revanche, ceux des propolis mexicaine et ougandaise sont plus faibles, et

particulierement celui de la propolis mexicaine avec seulement 18 mg GAE/g.

3.3. Profils chromatographiques

3.3.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

L'analyse des EEP des 4 propolis par CCM (Figure V-5) nous confirme la distinction des deux
groupes précédemment définis : les propolis francaise et ivoirienne d'une part contenant des
composés avec des rapports frontaux (Rf) inférieurs a 0.33 et les propolis mexicaine et ougandaise

d’autre part avec des composés majoritaires moins polaires (Rf : 0.57, 0.93 et 0.96).
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Vanilline su ﬁ‘ﬁﬁ

= = Rf=0.96
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Figure V-5. Comparaison des profils CCM des 4 propolis (EEP)
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3.3.2. HPLC/DAD
Les profils HPLC/DAD des trois propolis exotiques et frangaise (EEP) sont rassemblés sur la

figure V-6.
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Figure V-6. Comparaison des profils HPLC/DAD, présentés a la méme échelle, des 4 propolis (EEP,
10 mg/mL, méthode 1, A 280 nm)

La propolis ivoirienne possede un profil HPLC qui peut se rapprocher de celui de la francaise. En
revanche, la propolis mexicaine ne contient pas de polyphénols ou de maniere générale de composés
absorbant dans I'UV-visible (vérifié sur une plage de 200 a 600 nm). Quant a lla propolis ougandaise,

elle contient quelques composés absorbant en UV-visible mais en trés faibles quantités.

3.4. Identification des constituants majoritaires
3.4.1. Propolis mexicaine
a) Fractionnement par Chromatographie Flash

La fractionnement par chromatographie Flash de I'EEP mexicaine nous a permis d’obtenir trois
fractions principales (Figure V-7) contenant les composés majoritaires, comptant pour plus de 70%
de l'extrait total (Tableau V-1).
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Cyclohexane/AcOEt 85:15
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Figure V-7. CCM de I'EEP mexicaine et des fractions A, B et C

Tableau V-1. Rendements des fractions A, B and C et valeurs de Rf des composés majoritaires (CCM)

Fractions |Rendement (%) |Rf*

A 47.7 0.89, 0.77, 0.70
B 19.9 0.33

C 4.1 0.18

Total 71.7

*Cyclohexane/AcOEt 85:15, vanilline sulfurique

La fraction A contient un mélange de trois composés tres apolaires (Rf de 0.89, 0.77 et 0.70) et
pése pour prés de la moitié de I'extrait total. La fraction B semble, quant a elle, ne contenir qu’un
constituant (Rf = 0.33) pour pres d'un cinquieme de I'extrait total. La fraction C ne représente que

4% de l'extrait total.

b) Analyses RMN

Les analyses RMN *H de I'EEP et des fractions A, B et C indiquent la présence de signaux
majoritaires dans la zone 0.7-3.0 ppm accompagnés de quelques pics entre 4.5 et 5.5 ppm, alors que
la majorité des signaux dans les spectres 3C correspondants sortent entre 15 et 60 ppm,
accompagnés de quelques pics vers 110-150 ppm. Ces profils RMN correspondent donc a ceux des
terpénoides (Annexe 8 page 362). Des analyses de chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC/MS) ont donc été entreprises afin d'identifier les composés majoritaires

de cette propolis mexicaine.
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c) Analyses GC/MS

L'analyse de la fraction A révéle la présence d'un mélange d'a et B-amyrénones (MEX-1 et 2),
contenant une petite quantité d'acétate d’a-amyrine (MEX-3). Celle de la fraction B indique un
mélange d’a-amyrine (MEX-4, majoritaire) et de B-amyrine (MEX-5, minoritaire). L'analyse de la
le fucostérol (MEX-6) étant majoritaire et

fraction C permet I'identification d'un mélange de stérols :

un mélange de B/y-sitostérols (MEX-7 et 8) comme composés minoritaires. Les chromatogrammes

GC et spectres de masse des fractions A, B et C sont consultables en annexe 9 (page 365). Les

composés MEX-1 a 8 sont regroupés sur le chromatogramme GC de I'EEP mexicaine (Figure V-8) et

leurs structures sur la figure V-9.
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Figure V-8. Chromatogramme GC (Courant ionique total TIC) de I'EEP mexicaine
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Figure V-9, Structures des composés MEX-1 a 8 (issus des fractions A, B ou C)

Les constituants de la propolis mexicaine sont donc majoritairement des dérivés triterpéniques :

dérivés des a et B-amyrines et stérols.

d) Composition chimique inhabituelle

Les résultats obtenus lors de ces recherches étaient inattendus puisqu'il existe un nombre trés

81,280,281 et

limité d'articles rapportant les triterpénoides comme composés majoritaires de la propolis
aucun des types de propolis décrits dans la premiére partie de ce manuscrit ne mentionne les
triterpénes comme composés majoritaires®*2, De plus, ces résultats ne sont pas en accord avec
certains articles indiquant que les triterpénoides sont rarement mentionnés en tant que constituants
de propolis parce que la plupart des analyses de composition chimique sont réalisées a |'aide
d’extraits alcooliques®®?, ou que les triterpénoides sont seulement collectés de facon occasionnelle a

coté d'autres classes de métabolites secondaires tels que les polyphénols®®,
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e) Source botanique probable

Les deux plantes probablement visitées par les abeilles pour leur production de propolis dans la
région du Quintana Roo ou I'échantillon a été collecté sont communément connues sous leur nom
Maya “chakah” [Bursera simaruba (L.) Sarg.] (Figure V-10) et “tsalam” [Lysiloma latisiliquum (L.)

Benth.]" (Figure V-11), faisant partie de foréts matures semi-décidues” de stature moyenne®®*,

BT PN ¥ : e L s e . 1
1. b 0 i " B é 3 \ i % 'S

BURSERA SIMARUBA |

DURGERACEAL
GHAKA', PALD MULATO

Figure V-10. Bursera simaruba (Jardin botanique du CICY, Mérida, Mexique)

(Source : Anne-Marie Le Ray)

& L
LYSILOMAS
LATISILIQUUM

LEGUMINOSAE
TSALAM, SALAM

Figure V-11. Lysiloma latisiliquum (Jardin botanique du CICY, Mérida, Mexique)

(Source : Anne-Marie Le Ray)

Alors qu’aucune information n’est disponible pour L. latisiliquum, les feuilles et la résine de B.

285

simaruba a été étudiée et contient des lignanes biologiquement actifs=® et des triterpénes

pentacycliques, dont les a-amyrine (MEX-4) et B-amyrine (MEX-5)*, Ainsi, ces résultats confirment

bien le lien qu'il existe entre la flore disponible pour les abeilles dans une région donnée et la

t5,81,93, 122,142,287

composition chimique de la propolis qu’elles fabriquen , et le fait que dans les régions

" D’aprés une communication personnelle avec Luis Ignacio Hernandez-Chavez, Instituto Superior de
Felipe Carrillo Puerto, Carrillo Puerto, Quintana Roo, Mexique

* Forét semi-décidue : Forét dans laquelle une partie seulement des arbres est & feuilles caduques, c’est-
a-dire qui tombent et repoussent au rythme des saisons.
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tropicales, la composition chimique de la propolis peut étre extrémement variable a cause de la

richesse et de la diversité de la flore locale!%.

3.4.2. Propolis ivoirienne

La propolis ivoirienne présente des similitudes avec la propolis francaise BFA, comme l'ont
montré les rendements d’extraction, les profils CCM et HPLC/DAD. L'analyse HPLC/MS a confirmé la
présence d'ions quasi moléculaires correspondant aux composés retrouvés dans la propolis francaise
et I'analyse HPLC/DAD (méthode 2) a permis de quantifier les 12 marqueurs précédemment choisis

pour la propolis BFA et caractéristiques des propolis de type peuplier.

a) Analyse HPLC/DAD (méthode 2)

Les chromatogrammes HPLC/DAD des EEP des propolis francaise et ivoirienne sont rassemblés

sur la figure V-12.
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Figure V-12, Chromatogrammes HPLC/DAD des propolis frangaise et ivoirienne (EEP, 5 mg/mL,
méthode 2, A 280 nm)

La quantification des 12 marqueurs selon la méme méthode que celle utilisée pour la propolis

BFA donnent les résultats suivants (Tableau V-2) :
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Tableau V-2. Quantification des 12 marqueurs pour les EEP des propolis francaise et ivoirienne

Marqueurs FRA(EEP) |  CIV (EEP)
Teneur (en mg/g d'extrait)
Ac caféique (4) 6.9+0.1 3.3+0.2
Ac p-coumarique (7) 10.7+0.1 243+1.1
Ac férulique (8) 41+0.1 9.0+£0.3
Ac isoférulique (9) 45+0.1 1.6+£0.2
Ac 3,4-diméthoxy. (11) 7.7+0.1 2.7+0.2
Pinocembrine (26) 35.2+0.2 14.8+0.8
Pinobanksine-3-ac (29) 40.2+0.3 12.6+0.7
Caféate prényle (30) 20.2+0.5 2.0+0.1
Chrysine(34) 24.7+0.1 11.4+0.5
CAPE (33) 11.2+0.2 3.6x04
Galangine (35) 21.9+0.2 12.7+1.3
Pinostrobine (47) 10.7+0.1 7.9+0.0
Total 195.3+1.1 105.9+2.6

L'EEP ivoirienne est moins riche en 10 de ces 12 marqueurs que I'EEP BFA (pratiqguement moitié
moins) et plus riche pour 2 des marqueurs : acide p-coumarique (7) et férulique (8) dont les
quantités sont doublées. Il semble également, au regard du chromatogramme HPLC, que cette
propolis de Cote d'ivoire contienne davantage de 4-hydroxyacétophénone (6) et d’acide cinnamique

(12) mélangé avec un peu d’acide 4-méthoxycinnamique (13).

b) Source botanique probable

L'analyse HPLC/DAD (confirmée par les données MS) révele donc la présence des mémes
composés phénoliques que ceux rencontrés dans la propolis francaise, arrivant donc a la conclusion
que la propolis de Cote d'ivoire serait de type peuplier. Mais a notre connaissance, le peuplier n'est
pas distribué sur le sol ivoirien. Les différents types de végétation rencontrés sur le territoire ivoirien

sont présentés sur la figure V-13.
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Figure V-13. Carte de la végétation de Cote d'Ivoire
(Source http://www.fao.org/docrep/003/X6885F/x6885f0b.htm)

La zone de Bouaké se trouve au centre de la Cote d'Ivoire dans la savane guinéenne. Voici la
liste des especes de 31 plantes présentes dans la savane guinéenne et donc susceptibles d'étre les
sources possibles de la propolis (les plus fréquentes sont en gras)®® : Acacia polyancantha, Afzelia
africana, Albizzia zygia, Andira inermis, Anogeisus leiocarpus, Anthiaris africana, Anthocleista nobilis,
Blighia ferruginea, Cassia sieberiana, Carapa procera, Ceiba pentandra, Detarium microcarpum,
Diospiros mespiliformis, Entada abysinica, Faidherbia albida, Ficus gnaphalocarpa, Ficus easperata,
Isoberlinia doka, Khaya senegalensis, Lophira lanceolata, Milicia excerta, Milicia regia,
Pentatesma butyracea, Pterocarpus erinaceus, Sarcocephalus latifolius, Securidaca
longepedonculata, Spondias mombin, Sterculia setigera, Tamarindus indica, Trichilia emetica,
Vitellaria pardoxa. La flore de la savane guinéenne est particuliére, elle est constituée d’un ensemble
d’especes dont aucune n'est propre a cette région en particulier. Parmi ces especes, les unes
provenant du Sud, appartiennent a la flore des foréts denses, tandis que d’autres provenant du Nord,
appartiennent a celle des foréts claires. D'autres encore, beaucoup moins nombreuses, hélophytes ou
hydrophytes, donc écologiquement spécialisées, appartiennent a un ensemble floristique représenté

dans une trés large zone climatique, depuis les bordures sahariennes jusqu’au littoral®®°.
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Parmi ces 31 especes, nous avons essayé de chercher si certaines d'entre elles étaient
chimiotaxonomiquement proches du peuplier. Les compositions en métabolites secondaires de cing
especes ont été décrites dans la littérature :

- Detarium microcarpum : alcaloides, flavonoides, stéroides et terpénoides®®

- Khaya senegalensis : flavonoides, saponines et tanins notamment?*>2
- Spondias mombin : tanins, anthraquinones, flavonoides et saponines®*
- Tamarindus indica : tanins, flavonoides et stéroides®*

- Trichilia emetica : flavonoides®®”.

Ces cing especes contiennent toutes des flavonoides et pourraient par conséquent étre une
source végétale probable de la propolis ivoirienne étudiée. Cependant, seules les classes de
métabolites secondaires ont été évaluées, nous n‘avons donc pas davantage d'information sur
I'identité structurale de ces flavonoides. Il nous est donc impossible d'associer pour linstant la
composition chimique de cette propolis ivoirienne a une ou plusieurs especes présentes sur ce
territoire. Des études complémentaires vont étre entreprises et seront évoquées en conclusion de ce

chapitre.

3.4.3. Propolis ougandaise

La CCM comparative des 4 propolis (Figure V-5 section 3.3.1 page 251) nous informe clairement
que les composés majoritaires de la propolis ougandaise appartiennent a la méme famille que ceux
de la propolis mexicaine i.e. des dérivés triterpéniques. Cependant, la propolis ougandaise contient
en plus quelques composés absorbant dans I’'UV en quantité modérée (chromatogrammes HPLC figure
V-6 section 3.3.2 page 252) auxquels nous nous sommes également intéressés.

Une CCM regroupant d'une part les EEP des propolis mexicaine et ougandaise (1 et 2, pour
comparaison) et d'autre part, les extraits successifs par le cyclohexane (3), le DCM (4) puis le MeOH

(5) de la propolis ougandaise, est présentée sur la figure V-14.
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Figure V-14. CCM des EEP MEX et OUG et des extraits successifs de OUG

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d'extraits de propolis EOPSO & 260



Chapitre V : Propolis du monde

L'extrait cyclohexanique contient principalement les cires et les composés majoritaires dont
l'identité reste a confirmer. L'extrait OUG-DCM contient encore une petite quantité de composés
triterpéniques, mais également les composés minoritaires que l'on cherche a identifier. Dans un
premier temps, I'analyse GC/MS de I'extrait OUG-DCM va nous permettre de confirmer les structures
des composés triterpéniques majoritaires, et dans un second temps, I'analyse déréplicative suivie du
fractionnement de ce méme extrait nous permettra d'identifier deux composés minoritaires. Le
fractionnement de |'extrait OUG-MeOH conduira a l'identification de trois molécules, parmi les plus

polaires.
a) Extrait OUG-DCM

¢ Analyse GC/MS

L'analyse GC/MS de I'extrait OUG-DCM (cf. annexe 10 page 368) indique la présence des a et B-
amyrines (OUG-4 et 2), B-amyrénone (OUG-1), de la lupénone (OUG-3), de |'acétate de B-amyrine
(OUG-5) et d’'un ester méthylé de I'a-amyrine (OUG-6) en tant que composés majoritaires (Figures
V-15 et 16).
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Figure V-15. Chromatogramme GC (TIC) de I'extrait OUG-DCM (zoom 15-23 min)
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“

OUG-3 Lupénone OUG-4-MEX4 ¢-amynne

0

O —
OUG-5 Acétate de -amynne OUG-6 Ester méthylé d'g-amyrine

Figure V-16. Structures des composés OUG-1 a 6

Trois triterpenes, les a et B-amyrines ainsi que la B-amyrénone, sont communs aux propolis

mexicaine et ougandaise, les trois autres étant des dérivés similaires.
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¢ Analyse déréplicative
Une analyse HPLC/DAD/MS a tout d'abord été réalisée sur |'extrait OUG-DCM afin d‘identifier les

composés minoritaires contenus dans celui-ci. Le chromatogramme HPLC ainsi que les profils UV et

données MS des principaux composés sont présentés sur la figure V-17.
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Figure V-17. Chromatogramme HPLC de I'extrait OUG-DCM (méthode 3, A 280 nm) et profils UV de

ses composés majoritaires

Parmi les huit composés principaux, trois ont le profil “a”, trois autres ont le profil “b”, un seul
posséde le profil “c” et un seul également a le profil “d"”. Les trois profils UV a, b et ¢ ne
correspondent pas aux molécules ou familles de molécules déja rencontrées dans les propolis
frangaise et ivoirienne, la propolis ougandaise semble donc contenir des familles de composés
différentes. D'aprés la revue de Salatino et al. de 2011 regroupant les différents types de propolis,
leur composition chimique et leur probable source botanique®, la propolis provenant du Kenya, pays
limitrophe de I'Ouganda, contenait des lignanes, des géranylstilbenes et des géranylflavonoides
pouvant étre issus du genre Macaranga. Or les profils UV des constituants de notre propolis

ougandaise ne correspondaient pas aux données UV décrites dans la littérature®¥2962%7

pour ce type
de composés. La déréplication ne permettant pas ici I'identification des molécules, il s'est donc avéré

nécessaire de fractionner et de purifier.
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¢ Purification par Chromatographie Flash

Une étude préliminaire a consisté a étudier deux fractions parmi les 15 récupérées (fractions A-
0) lors de la chromatographie Flash de |'extrait OUG-DCM. Il s'agit de celles contenant les deux
composeés ciblés sur la CCM (Figure V-14 section 3.4.3 page 260) : le premier composé (OUG-7)
dans la fraction F, absorbant dans I'UV (et violet aprés révélation a la vanilline sulfurique) et le

deuxiéme (OUG-8) dans la fraction G, rose apres révélation a la vanilline sulfurique (Figure V-18).

Cyclohexane RCORt
60:40

l*' Rf = 0.45 (OUG-8)

" ¥ Rf=0.40 (OUG-7)

QJG\';lr)tb%Sag
| bcm -

Figure V-18. CCM comprenant les 2 fractions F et G (OUG-7 et 8)

¢ Elucidation structurale de OUG-7 et OUG-8 (fractions CF14-F et G)

Les données HPLC/UV de la fraction CF14-F sont regroupées sur la figure V-19.
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Figure V-19. Chromatogramme HPLC de la fraction CF14-F (méthode 3, max plot) et profil UV du
composé OUG-7

Les données ESI-MS du composé OUG-7 indiquent un ion [M-H]" @ m/z 271, soit une masse
molaire de 272 g/mol. Le spectre RMN 'H (dans le chloroforme deutéré) présente des protons
aromatiques (4H) entre 0 6.2 et 8.0 ppm, deux méthoxyles a d 3.87 et 3.91 ppm et deux multiplets
a0 2.67 et 2.68 ppm, caractéristiques des deux CH, d’un 9,10-dihydrophénanthrene (Figure V-20).
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OUG-7 (CDCl,, 500 MHz)
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Figure V-20. Spectre RMN 'H (zones 3 2.5-4.0 ppm et 3 6.2-8.0 ppm) du composé OUG-7 (500 MHz,
CDCI3, dtus 0 ppm)

Le spectre RMN 3C nous révéle la présence de 16 carbones. Aprés analyse des spectres RMN 2D
COSY, HMQC, HMBC et NOESY (spectres en annexe 11 page 372), la structure proposée pour OUG-7
est le 2,7-dihydroxy-4,6-diméthoxy-9,10-dihydrophénanthréne soit la 6-méthoxycoelonine®*® (Figure
V-21) de formule CygH1¢0s.

Figure V-21. Structure de la 6-méthoxycoelonine (OUG-7)

Les valeurs des données RMN *H et '*C (dans CDCl;) et les corrélations 2D de OUG-7 sont

regroupées respectivement dans le tableau V-3 et sur la figure V-22.
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Tableau V-3. Données RMN 'H et '3C (dans CDCl;) du composé OUG-7

0UG-7
Position Oy, mult (JenHz)  &¢, mult

1 6.35,d (2.2) 107.6, CH
2 154.7, qC
3 6.42,d (2.2) 98.3, CH

4 157.7, qC
5 7.86,s 111.4, CH
6 144.5, qC
7 143.7, qC
8 6.78, s 113.6, CH
9 2.68, m 29.1, CH,
10 2.67, m° 30.9, CH,
11 141.4, qC
12 116.8, qC
13 124.8, qC
14 131.5, qC
OCHs-4 3.87,s° 56.3, CH;
OCHs-6 3.91,s" 55.8, CH;

a,b

interchangeables

Figure V-22. Corrélations COSY (liaisons en gras), HMBC (fleches noires) et NOESY (fleches rouges)
du composé OUG-7

Leong et al.’*® ont identifié la 6-méthoxycoelonine en 1997 dans un extrait cyclohexanique
d’une espece d’orchidée Bulbophyllum vaginatum collectée a Singapour. Ce composé a également été
identifié dans des espéces de Combretaceae (Combretum hereroense, C. collinum et C. apiculatum),
dans le sud du continent africain®®®. Cette molécule n‘avait jamais précédemment été décrite comme

constituant d'une propolis.
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En ce qui concerne le composé OUG-8, les données HPLC/UV de la fraction CF14-G sont
regroupées sur la figure V-23.
2
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Figure V-23. Chromatogramme HPLC de la fraction CF14-G (méthode 3, max plot) et profil UV du
composé 0UG-8

Les données ESI-MS de OUG-8 n’étaient pas exploitables. C'est la technique d'ionisation
chimique (CI) qui nous a permis d’obtenir la masse molaire de OUG-8, avec un ion [M+H]* a m/z
245, soit une masse molaire de 244 g/mol. Le spectre RMN 'H (dans CDCls) présente des protons
aromatiques (7H) entre d 6.2 et 7.1 ppm, un méthoxyle a 6 3.75 ppm et deux multiplets a 6 2.80 et
2.81 ppm, similaires aux deux CH, d'un 9,10-dihydrophénanthréne décrits dans la molécule
précédente (Figure V-24).

OUG-8 (CDCl,, 500 MHz)
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Figure V-24. Spectre RMN 'H (zones 2.7-2.9, 3.7-3.8 et 6.2-7.1 ppm) du composé OUG-8 (500 MHz,
CDCI3, dtus 0 ppm)
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Le spectre RMN 3C nous révéle la présence de 15 carbones. Aprés analyse des spectres RMN 2D
COSY, HMQC et HMBC (spectres en annexe 12 page 375), la structure proposée pour OUG-8 est le
3,4’-dihydroxy-5-méthoxybibenzyle (ou 3-méthyl-dihydroresvératrol)*® (Figure V-25) de formule
C15H16O3-

HO ”./j—/ ]\\\ /
"\ / ' o ;

\_/ \OH

3 2

Figure V-25. Structure du 3,4’-dihydroxy-5-méthoxybibenzyle (OUG-8)

Les valeurs des données RMN 'H et 3C (dans CDCls) et les corrélations 2D de OUG-8 sont

regroupées dans le tableau V-4 et sur la figure V-26.

Tableau V-4. Données RMN 'H et **C (dans CDCl;) du composé OUG-8

0OUG-8

Position 6H, mult (Jen Hz) &C, mult
1 144.7, qC
2 6.25, m 108.1, CH
3 156.7, qC
4 6.25, m 99.1, CH

5 161.0, qC
6 6.31, m 107.0, CH
1 134.0,qC
2’ 7.03,d (8.4) 129.7,CH
3 6.75, d (8.4) 115.3, CH
& 153.8, C
5’ 6.75, d (8.4) 115.3, CH
6’ 7.03,d (8.4) 129.7, CH
a 2.80, m* 38.3, CH,
o 2.81, m* 36.8, CH,
OCH3-5 3.75, s 55.4, CH;

" interchangeables

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d'extraits de propolis COPSO & 268



Chapitre V : Propolis du monde

OCH,
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HO —— ) 4 - e’

Figure V-26. Corrélations COSY (liaisons en gras) et HMBC (fléches noires) du composé OUG-8

Majumder et al. ont identifié cette molécule en 1999 dans un extrait méthanolique de la plante

300

entiere de Dendrobium amoenum (espece d'orchidée) Cette molécule n'avait jamais

précédemment été décrite comme constituant d'une propolis.
b) Extrait OUG-MeOH

¢ Analyse déréplicative
Tout comme pour I'extrait OUG-DCM, une analyse HPLC/DAD/MS de I'extrait OUG-MeOH a tout
d'abord été réalisée. Le chromatogramme HPLC ainsi que les profils UV et données MS des principaux

composeés sont présentés sur la figure V-27.
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Figure V-27. Chromatogramme HPLC de I'extrait OUG-MeOH (méthode 1, A 280 nm), profils UV et
données MS de ses composés majoritaires

Les données ESI-MS indiquent les m/z suivants :
- Pic a tg 3.3 min (rouge) : [M-H] 353 correspondant a une masse molaire de 354 g/mol

- Pic a tg 4.0 min (bleu) : [M+H]* 355, [M+Na]* 377, [2M+Na]® 731 soit une masse molaire
de 354 g/mol également
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Tout comme pour I'extrait OUG-DCM, des purifications ont été nécessaires afin d‘identifier ces

composeés.

¢ Purifications par Chromatographie Flash

La séparation par chromatographie Flash (CF15_OUG-MeOH) a permis d'identifier trois
composés OUG-9, OUG-10 et OUG-11 (et non deux comme le laissait supposer le chromatogramme
HPLC de I'extrait OUG-MeOH) grace aux fractions CF15-A et C.

¢ Elucidation structurale des composés OUG-9, OUG-10 et OUG-11 (Fractions CF15-A et C)

Les données HPLC/UV de la fraction CF15-A sont regroupées sur la figure V-28.
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Figure V-28. Chromatogramme HPLC de la fraction CF15-A (méthode 4, max plot) et profil UV du
composé OUG-9

Le composé OUG-9 possede une masse molaire de 354 g/mol et un spectre UV similaire a celui
des dérivés de I'acide caféique. Le spectre RMN 'H (dans le méthanol deutéré) présente des protons
aromatiques (5H) entre d 6.2 et 7.8 ppm, trois signaux correspondant a des CH porteurs d'un
hydroxyle a d 5.34, 4.17 et 3.73 ppm et deux multiplets (CH,) a d 2.20 et 2.07 ppm (Figure V-29).
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OUG-9 (CD,0D, 500 MHz)
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Figure V-29. Spectre RMN 'H (zones 3 1.9-4.1 et § 5.3-7.6 ppm) du composé OUG-9 (500 MHz,
CD;0D, &ms 0 ppm)

Le spectre RMN 3C nous révéle la présence de 16 carbones. Aprés analyse des spectres RMN 2D

COSY, HMQC, HMBC et NOESY (spectres en annexe 13 page 378), la structure proposée pour OUG-9

est I'acide 3-0-caféoylquinique ou acide chlorogénique®**%? (Figure V-30) de formule CyH1500, déja
303-305

connu comme constituant de plusieurs propolis

Figure V-30. Structure de I'acide chlorogénique (OUG-9)

Les valeurs des données RMN 'H et '3C (dans CD;OD) et les corrélations 2D de OUG-9 sont

regroupées dans le tableau V-5 et sur la figure V-31.
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Tableau V-5. Données RMN 'H et **C (dans CD;0D) du composé OUG-9

0OUG-9
Position O6H, mult (JenHz) 6C, mult
1 76.3,qC

2 2.07, m? 38.9°, CH,
3 5.34,td (9.0,4.5)  72.0, CH

4 3.73,dd (9.0,3.0)  73.6, CH

5 4.17,d (3.0) 71.5, CH

6 2.20, m? 38.3% CH,
1 127.8, qC
2’ 6.95,dd (8.0,2.0) 123.0, CH
3 6.78, d (8.0) 116.5, CH
& 149.6, qC
5’ 146.8, qC
6’ 7.05,d (2.0) 115.3° CH
a 6.27, d (16.0) 115.2°, CH
B 7.56, d (16.0) 147.1, CH
COOH 177.4, qC
CO0 168.7, qC

b interchangeables

Figure V-31. Corrélations COSY (liaisons en gras), HMBC (fleches noires) et NOESY (fleches rouges)

du composé OUG-9
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En ce qui concerne OUG-10 et OUG-11, les données HPLC/UV de la fraction CF15-C sont

regroupées sur la figure V-32.
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Figure V-32. Chromatogramme HPLC de la fraction CF15-C (méthode 4, max plot) et profils UV des
composés OUG-10 et OUG-11

Le composé majoritaire OUG-10 et le minoritaire OUG-11 ont tous les deux la méme masse
molaire (M=354 g/mol) et le méme profil UV (différent de celui de I'acide chlorogénique), il s'agit
donc sans doute d’analogues structuraux. Le spectre RMN 'H de la fraction CF15-C (dans le méthanol
deutéré) présente deux protons "majoritaires" (et deux autres "minoritaires") dans la zone des
aromatiques et éthyléniques entre d 6.0 et 6.4 ppm, sept protons en a d'un hydroxyle entre d 3.3 et
5.0 ppm et un méthyle "majoritaire" vers & 2.4 ppm (avec un méthyle "minoritaire" également)
(Figure V-33).
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Figure V-33. Spectre RMN 'H (zones 3 2.3-5.0 et & 6.0-6.5 ppm) du composé OUG-10 majoritaire en
violet (et OUG-11 minoritaire en gris) (500 MHz, CD;0D, &1us O ppm)
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Le spectre RMN 3C nous révéle la présence de 16 carbones. Aprés analyse des spectres RMN 2D
COSY, HMQC et HMBC (spectres en annexe 14 page 381), la structure proposée pour OUG-10 est la
6-B-C-glucopyranosyl-5,7-dihydroxy-2-méthylchromone soit la biflorine®® (Figure V-34) de formule
C16H1809-

CHs

Figure V-34. Structure de la biflorine (OUG-10)

Les valeurs des données RMN 'H et *C (dans CD;OD) et les corrélations 2D de OUG-10 sont

regroupées dans le tableau V-6 et sur la figure V-35.

Tableau V-6. Données RMN 'H et '3C (dans CD;0D) du composé OUG-10

OUG-10
Position 6H, mult (J en Hz) 6C, mult
2 169.3, qC
3 6.08, s 109.1, CH
4 184.2, qC
5 162.1, qC
6 109.0, qC
7 164.9, qC
8 6.38, s 95.1, CH
9 159.2, qC
10 104.9, qC
1 4.88, [d (6.0)]* 75.2,CH
2’ 4.15, m 72.5, CH
3 3.46, m 80.1, CH
& 3,46, m 71.8, CH
5 341, m 82.6, CH
6’ a3.87,d(11.5) 62.9, CH,
b 3.72, dd (11.5, 4.5)
CHs-2 2.36, s 20.3, CH3

* Multiplicité déterminée dans DMSO-d6
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Figure V-35. Corrélations COSY (liaisons en gras) et HMBC (fleches noires) du composé OUG-10

La biflorine a été identifiée pour la premiere fois dans des bulbes de Pancratium biflorum en
1983 par Ghosal et al.>®. Cette molécule a également été isolée dans une plante endémique de I'est

8 et de clous de girofle

de I'Australie, Kunzea ambigua®, de Eucalyptus cypellocarpa au Japon
(Eugenia caryophyllata) en Chine®®. Ce dernier article décrit également I'isobiflorine (la 8-B-C-
glucopyranosyl-5,7-dihydroxy-2-méthylchromone), c’est-a-dire le méme composé mais substitué en
position 8. Ces deux composés étant décrits dans le DMSO-d6, le spectre RMN 'H de la fraction CF15-
C a également été réalisé dans ce solvant. Les valeurs des déplacements chimiques de OUG-11,

présentées dans le tableau V-7, correspondent bien a celles de I'isobiflorine (Figure V-36).

Tableau V-7. Données RMN 'H (dans DMSO-d6) des composés OUG-10 et 11

6H, mult (J en Hz) DMSO-d6

Position Biflorine (OUG-10) Isobiflorine (OUG-11)

3 6.17,s 6.18, s

8 6.38, s 6.24, s

1’ 4.55, d (10.0) 4.61, d (10.0)

X 4.02,t(9.5) 3.87,t(9.5)

3’ 3.15, m 3.15, m

& 3.15, m 3.15, m

5 3.15,m 3.15, m

6’ a3.67,d(11.5) a3.67,d (11.5)
b3.41,dd (11.5,6.0) b3.41, m

CH;-2 2.35,s 2.34,s

OH-5 13.39, s 13.03,s

Les valeurs écrites en rouge correspondent a celles des signaux dont les déplacements

chimiques sont différents s'il s'agit de la biflorine ou I'isobiflorine.
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OH o)
Figure V-36. Structure de l'isobiflorine (OUG-11)

Ces deux molécules n‘avaient jamais précédemment été décrites comme constituants d'une

propolis.

c) Récapitulatif des cinqg molécules identifiées (OUG-7 a 11) apreés purification

Ainsi, les cing composés identifiés aprés purification des extraits DCM et MeOH de la propolis
ougandaise peuvent étre regroupés dans le chromatogramme HPLC de I'EEP ougandaise (Figure V-
37). L'ensemble des donnés spectrales de ces cing composés est consultable dans I'annexe 15 page
385.

0.104 OUG-9 et OUG-7 EEP OUG
0UG-10 N ouG-8 (280 nm)
0.08]0UG-11 / e
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<
0.04
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Minutes

Figure V-37. Chromatogramme HPLC a A 280 nm de I'EEP ougandaise regroupant les cinq composés
identifiés aprés purification (méthode 1): OUG-7 6-méthoxycoelonine, OUG-8 3,4'-dihydroxy-5-
méthoxybibenzyle, OUG-9 acide chlorogénique, OUG-10 biflorine et OUG-11 isobiflorine

Bien entendu, plusieurs fractions attendent encore d'étre purifiées afin d'identifier d'autres

composeés contenus dans cette propolis ougandaise.
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d) Source botanique probable

Malgré de nombreuses tentatives pour obtenir plus d'informations sur I"échantillon de propolis
ougandaise fourni, nous n‘avons pu connaitre la provenance géographique exacte de cet échantillon

ougandais. La carte de 'Ouganda est présentée sur la figure V-38.
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Figure V-38. Carte de I'Ouganda

(Source http://www. 1clic1planet.com/ouganda.htm)

Cependant, nous avons cherché quelques renseignements sur la flore ougandaise. Elle se
compose principalement de savanes et de foréts. Les savanes sont des zones de transition entre le
désert et la forét, ou il tombe chaque année entre 500 et 1500 mm de pluie et ol alternent saisons
humides et périodes de secheresse. Quand les pluies sont rares, la savane prend |'aspect d'une
steppe semi-désertique (brousse) ol seuls quelques arbres de 3 a 5 m, majoritairement des acacias
(famille des Fabaceae) mais aussi des euphorbes candélabres (Euphorbia candelabrum) et des arbres
a saucisses (Kigelia africana), se dressent au milieu des buissons épineux. Quant aux foréts, il en
existe deux types. Tout d'abord les foréts pluviales (en faible altitude comme pres du lac Victoria) ou
la flore y est trés variée. Les cimes des arbres forment un véritable couvercle qui laisse a peine
pénétrer les rayons du soleil. Chaque arbre est alors recouvert d'une multitude d'épiphytes (tels que
les orchidées et les fougeres) et de lianes. Ensuite les foréts d'altitude, a I'ouest du pays, se
caractérisent par une végétation étagée. Entre 1500 et 3000 m, elles se composent de résineux,
comme les cedres, mais tendent a diminuer en raison de I'augmentation des cultures paysannes et
des plantations de bananes. Puis vient la végétation de moyenne montagne avec des arbres plus

petits, des bruyeres et des fougeres. Autour de 3500 m, on trouve une forét dite de nuages : les
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arbres sont tous rabougris et totalement recouverts d'épiphytes. Mousses, orchidées, fougeres et
lichens pendent alors comme des barbes aux branches. Enfin au-dela de 3800 a 4000 m, commence
I'étage afro-alpin ou foisonnent les buissons d’hélichrysums et de sénegons (famille des Asteraceae)

ainsi que de lobélies géantes (famille des Campanulaceae)*'’.

Les composés majoritaires présents dans la propolis ougandaise sont principalement des
triterpénes comme les a et B-amyrines (et leurs dérivés). Ces résultats sont en accord avec ceux de
Zhang et al. qui avaient décrit les dérivés d'amyrines et de lupéol comme étant les composés
majoritaires de cinq propolis ougandaises®’®. Ces composés ont été retrouvés, entre autres, dans

314 ot aussi A.

différentes variétés d’acacias comme Acacia senegal*'>'?, A. tortilis®®>, A. modesta
visco®™. Ainsi, I'acacia serait une source probable de la propolis ougandaise : en effet, les espéces
répertoriées en Ouganda sont Acacia hockii, A. gerrardii, A. kirkii subsp. Mildbraedii et A. senegal**®
et donc susceptibles de contenir ces triterpenes. Les a et B-amyrines peuvent également provenir de

317-319

différentes espéces d’Euphorbiaceae , cependant, il n‘a pas été reporté que Euphorbia

candelabrum contenait d’amyrines. En ce qui concerne les composés minoritaires, les espéces

d’orchidées présentes en Ouganda pourraient en étre la source.

4. Activités biologiques

Les trois EEP exotiques ont également été testés sur les quatre activités biologiques évaluées

pour la propolis frangaise BFA, et ont été comparés a cette derniére.

4.1. Activités antioxydante et anti-AGEs

4.1.1. Résultats
Le tableau V-8 regroupe les résultats en termes d’activités antioxydante et anti-AGEs pour les

quatre propolis.

Tableau V-8. Activités antioxydante et anti-AGEs des quatre propolis (EEP)

Propolis (EEP) ?:;;%’I‘YTCI';/': ﬁ(\::;-/l\nfll_i)s
FRA 1605 + 26 0.05
civ 625 + 8 0.10
MEX Inactif > 1
ouG Inactif 0.50
E392 591 + 20 -

S. Japonicum/quercétine - 0.09/0.06
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Tout comme précédemment, on peut distinguer deux groupes de propolis : le premier composé
des propolis BFA et ivoirienne et le deuxieme des propolis mexicaine et ougandaise. Dans le premier
groupe, on note que la propolis ivoirienne posséde une activité antioxydante proche de celle de
I'extrait de romarin (E392) et donc environ trois fois moins grande que celle de la propolis BFA. De
méme, la propolis ivoirienne possede une bonne activité anti-AGEs, méme si elle est deux fois moins
importante que celle de la frangaise. En ce qui concerne les propolis mexicaine et ougandaise, aucune
d’entre elles n'est antioxydante et ne posséde une activité anti-AGEs marquée (activité faible pour
ouG).

4.1.2. Discussion

La plus faible capacité antioxydante de la propolis ivoirienne par rapport a la francaise peut
s'expliquer par le taux légerement plus faible de polyphénols totaux (225 vs 254 umol TE/g) ou
encore par le plus faible taux cumulé des 12 marqueurs (103.3 vs 193.3 mg/g). De méme, l'activité
anti-AGEs de la propolis ivoirienne est plus faible compte tenu d'une moindre teneur en composés les
plus actifs (pinobanksine-3-acétate, caféate de prényle, etc.). L'absence d'activité antioxydante pour
les propolis mexicaine et ougandaise vient du fait que les composés majoritaires sont des triterpenes

et non des polyphénols.

4.2. Activités antifongique et antibactérienne

4.2.1. Résultats
Le tableau V-9 regroupe les résultats des activités antifongiques (sur Candida albicans, C.
glabrata et Aspergillus fumigatus) et antibactériennes (sur Staphylococcus aureus et ses SARM et

SASM) des quatre propolis.

Tableau V-9. Activités antifongique et antibactérienne des quatre propolis (EEP)

Souches Propolis (EEP) / CMIg, (pg/mL)
antifongiques FRA CI1vV MEX ouUG Amphotéricine B
C. albicans 31 125 > 250 > 250 0.125
C. glabrata 16 31 > 250 250 0.125
A. fumigatus 250 > 250 > 250 > 250 6
Souches anti- Propolis (EEP) / CMI;qo (Hg/mL)
bactériennes FRA? CIV® MEX" OouUGP Oxacilline
S. aureus >100 70 > 110 > 110 < 0.25
SARM n°1 >100 70 > 110 > 110 =>4
SARM n°2 >100 70 > 110 > 110 >4
SASM n°1 >100 90 > 110 > 110 < 0.25
SASM n°2 >100 70 > 110 > 110 < 0.25
an=3,%n=1
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La propolis ivoirienne est un peu moins active que la propolis frangaise BFA sur les trois souches
antifongiques testées, par contre elle semble plus active sur les souches bactériennes. Les propolis
mexicaine et ougandaise, quant a elles, semblent globalement inactives sur ces mémes souches

méme si la propolis ougandaise présente une faible activité sur C. glabrata.

4.2.2. Discussion

Il est bien connu que la propolis est principalement utilisée par les abeilles comme matériau de
défense contre les parasites® et pour prévenir les infections bactériennes et fongiques, et que
souvent, tandis que l'activité biologique de différents échantillons de propolis est similaire, les

métabolites secondaires responsables de l'activité peuvent étre différents>*’?

. Ainsi, bien que les
extraits éthanoliques des propolis (EEP) mexicaine et ougandaise n'aient pas montré d'activités
antioxydante ou antimicrobienne importantes, les triterpénoides pentacycliques comme les a et B-
amyrines et leurs différents dérivés ont précédemment été signalés comme agents antibactériens,
antifongiques et cytotoxiques®?®>?*; ces résultats suggérent que la composition chimique de la
propolis recueillie dans I'état du Quintana Roo au Mexique ou encore en Ouganda est qualitativement
et quantitativement d'une importance particuliére dans l'interaction écologique qui existe entre les

abeilles et les parasites et micro-organismes qui vivent spécifiquement dans ces régions.

5. Conclusion

L'étude de trois autres propolis provenant de régions du monde plus “exotiques” a permis de
mettre en évidence les différences de compositions chimiques et d‘activités biologiques de ces
échantillons en fonction des zones géographiques ouU ils ont été collectés, et lorsque cela était
possible, de les associer a des sources végétales locales.

La propolis mexicaine, collectée dans la péninsule du Yucatan, était composée majoritairement
de triterpenes (dérivés d’amyrines et stérols), ce qui était tout a fait inhabituel pour une propolis de
cette région. Sa composition chimique a pu étre associée a deux espéces arboricoles (L. latisiliquum
et B. simaruba) présentes dans cette zone. Ces résultats ont fait I'objet d’'une publication dans le
“Journal of Apicultural research”, acceptée le 23/07/2014 (cf. production scientifique page ix).

La propolis ougandaise était constituée des mémes dérivés triterpéniques (ou similaires :
dérivés d'amyrines et du lupéol) en tant que composés majoritaires mais comportait, en plus, des
composés polyphénoliqgues en faible quantité non encore décrits pour la propolis (6-
méthoxycoelonine, 3,4'-dihydroxy-5-méthoxybibenzyle, biflorine et isobiflorine). La caractérisation
des autres composés présents notamment dans |'extrait OUG-DCM devra étre complétée dans I'espoir
d'identifier d'autres molécules non décrites dans la propolis ou nouvelles, afin de pouvoir valoriser ces

résultats sous forme de publication.
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La propolis ivoirienne, quant a elle, présentait une composition chimique proche de celle de la
propolis BFA, i.e. comportant des acides et esters phénoliques ainsi que des flavonoides
caractéristiques de propolis de type peuplier. Des études complémentaires vont étre menées tres
prochainement dans le but de rechercher les origines botaniques probables de propolis ivoiriennes en
reliant la composition chimique de plusieurs échantillons de propolis provenant de différentes régions
de Cote d'Ivoire et les especes locales susceptibles d'étre visitées par les abeilles pour leur production

de propolis.

6. Partie expérimentale

6.1. Extractions

6.1.1. Extractions éthanoliques de propolis (EEP)

Il s'agit de la méme méthode décrite dans la section 7.3.2 du chapitre II.

6.1.2. Extractions successives
a) Pour 1 g de propolis brute

Il s'agit de la méme méthode décrite dans la section 7.3.3 du chapitre II.
b) Pour 25 g de propolis brute (OUG)

o Extraction par le cyclohexane
25 g de propolis broyée ont été placés dans un erlenmeyer avec 250 mL de cyclohexane. Aprées
2h d‘agitation, la solution a été filtrée sur fritté (porosité 3) mais ce dernier s’est bouché du fait de la
finesse des particules. Le mélange a alors été transféré dans une ampoule a décanter, agité puis
laissé a décanter pendant une nuit. Le filtrat a été récupéré puis I'opération a été renouvelée quatre
fois. Les cing filtrats ont été rassemblés, puis évaporés sous pression réduite pour donner un extrait

jaune et pateux (63.1%), contenant les constituants apolaires (cires et triterpénes majoritaires).

o Extractions par le DCM
Le résidu issu de l'extraction précédente a été repris dans 150 mL de solvant. Aprés 2h
d’agitation, la solution est laissée a décanter puis filtrée sur papier. L'opération a été renouvelée
quatre fois. Les cinq filtrats ont été rassemblés, puis évaporés sous pression réduite pour donner un

extrait sec marron clair (4.9%), contenant les composés moyennement polaires.
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o Extractions par le MeOH

Le résidu issu de l'extraction précédente a été repris dans 100 mL de solvant. Apres 2h
d’agitation, la solution est laissée a décanter puis filtrée sur papier. L'opération a été renouvelée trois
fois. Les quatre filtrats ont été rassemblés, puis évaporés sous pression réduite pour donner un

extrait sec marron orangé (3.9%), composé des molécules les plus polaires.

6.2. Dosages et analyses chromatographiques

6.2.1. Dosages des polyphénols totaux
Il s'agit de la méme méthode décrite dans la section 7.5.1 du chapitre II.

6.2.2. Analyses CCM

Les analyses par CCM ont été réalisées sur les plaques ALUGRAM Xtra SIL G/UV254, couche
0.20 mm, gel de silice 60 avec indicateur de fluorescence UV254. L'éluant utilisé se composait d'un
mélange du cyclohexane et d’acétate d'éthyle dans les proportions 85:15 ou 80:20. L'observation a

été faite a la lumiére UV a 254 nm et la vanilline sulfurique a été utilisée comme révélateur.

6.2.3. Analyses HPLC/DAD (méthode 1)
Il s'agit de la méme méthode décrite dans la section 7.4.2 du chapitre II. Les EEP ont tous été

analysés a une concentration de 10 mg/mL.

6.2.4. Analyses HPLC/DAD/MS
Il s'agit de la méme méthode décrite dans la section 7.4.3 du chapitre II.

6.2.5. Analyses HPLC/DAD et quantification des 12 marqueurs (méthode 2)

Il s'agit de la méme méthode décrite dans la section 7.7.1 du chapitre II.

6.2.6. Analyses HPLC/DAD/MS de la propolis ougandaise (méthode 3)
Les conditions sont identiques a celles de la méthode 1 excepté le gradient d'élution : 40-60%
(0-20 min), 60-85% B (20-28 min), 85-100% B (28-29 min).

6.2.7. Analyses HPLC/DAD de I'extrait OUG-MeOH (méthode 4)
Les conditions sont identiques a celles de la méthode 1 excepté les conditions d'élution : mode
isocratique 85% H,0+0.1% HCOOH (solvant A)/15% MeOH (solvant B).

6.2.8. Analyses GC/MS

Les analyses GC/MS ont été effectuées a I'Unité de Biotechnologie du CICY (Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan) a Mérida au Mexique sur des échantillons non dérivés au moyen
d’'un chromatographe en phase gazeuse (6890N) couplé a un détecteur de masse 5975B (impact

électronique IE) tous deux de la marque Agilent Technologies, avec une colonne J&W Scientific (non
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polaire, 100% diméthyl polyxiloxane, 30 m de long, ID 0.32 mm et film 0.5 mm). La programmation
de la température était la suivante : 180°C (3 min), 180-280°C (10°C/min pour MEX, et 12.5°C/min
pour OUG), 280°C (30 min). L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur, a un débit de 1.5 mL/min. Les
températures de l'injecteur et du détecteur ont été fixées respectivement a 250°C et 280°C. Les
composés ont été identifiés par comparaison de leurs temps de rétention et/ou profils de
fragmentation en impact électronique avec ceux de produits commerciaux et/ou de molécules inclues
dans la banque de données (ChemStation G1701DA, Librairie NIST).

6.2.9. Analyse MS/ionisation chimique (CI)
L'analyse MS du composé OUG-8 a été réalisée au moyen d’un analyseur double secteur Jeol

JMS 700 avec une source d'ionisation chimique (gaz réactif isobutane).

6.3. Purifications par chromatographie Flash

Tous les fractionnements et purifications ont été effectués par chromatographie Flash a I'aide de

I'appareil CombiFlash Teledyne ISCO.

6.3.1. CF13_MEX-EEP

4.2 g d’EEP mexicaine ont été dissous dans le minimum de DCM dans lesquels ont été ajoutés
8.3 g de silice (extrait:silice 1:2). Le mélange a été évaporé sous pression réduite jusqu’a I'obtention
d’une poudre fine. Le fractionnement a été réalisé a I'aide d'une colonne Redisep Silica 80g (CV 125
mL, 60 mL/min) avec un débit de 35 mL/min en utilisant un gradient de 100% de cyclohexane a
100% d’AcOEt (Volume total = 5L). Le chromatogramme a été enregistré a 254 et 280 nm. 200
tubes ont été collectés et rassemblés en 22 fractions dont trois contiennent les composés majoritaires
(A, B et C).

6.3.2. CF14_ OUG-DCM

1.0 g d'extrait OUG-DCM a été dissous dans 100 mL de DCM dans lesquels ont été ajoutés 1.5 g
de silice. Le mélange a été évaporé sous pression réduite jusqu'a I'obtention d’une poudre fine. Le
fractionnement a été réalisé en phase normale a l'aide d’'une colonne Redisep Silica 24g (Volume de
colonne 32 mL) avec un débit de 20 mL/min en utilisant les solvants cyclohexane (solvant A) et
AcOEt (solvant B). Le gradient d'élution utilisé était le suivant : 5-10% B (25 min), 10-20% (15 min),
20-45% (25 min), 45-50% (10 min), 50-90% (20 min). Le chromatogramme a été enregistré a 254

et 280 nm. 165 tubes ont été collectés et rassemblés en 15 fractions.

6.3.3. CF15_OUG-MeOH
300 mg d’extrait OUG-MeOH ont été dissous dans 20 mL de MeOH dans lesquels ont été ajoutés
600 mg de silice. Le mélange a été évaporé sous pression réduite jusqu’a l'obtention d'une poudre

fine. Le fractionnement a été réalisé en phase inverse a I'aide d'une colonne C18 (Interchim PF-
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30C18 HC/6g, 30 ym) avec un débit de 12 mL/min en utilisant les solvants H,O (solvant A) et MeOH
(solvant B). Le gradient d'élution utilisé était le suivant : 5-10% B (10 min), 10% (10 min), 10-15%
(10 min), 15% (10 min). Le chromatogramme a été enregistré a 254 et 280 nm. 50 tubes ont été

collectés et rassemblés en 4 fractions.

6.4. Activités biologiques

Les protocoles pour |'évaluation des activités biologiques des trois propolis du monde sont les

mémes que ceux utilisés pour la propolis frangaise BFA (Chapitre III, section 3).
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Au début de ce travail de thése, nous avons choisi d’appliquer la méthode du “pooling” et donc
de travailler sur un mélange de plusieurs lots de propolis dans le but d’obtenir un échantillon moyen,
représentatif de la propolis de I'entreprise Ballot-Flurin (BFA). Cette technique de mélange des lots
est désormais appliquée au sein de I'entreprise afin de réaliser, dans une optique de standardisation,
des extraits plus homogénes. En effet, Apimondia (www.apimondia.com) ie. la Fédération
Internationale des Associations d'Apiculteurs et des autres organisations travaillant dans le secteur
apicole, a trés récemment initié une réflexion sur une certification des différents produits de la ruche,
dont la propolis, et BFA participe activement aux travaux des différentes commissions ainsi
constituées et notamment a celle d’apithérapie.

La caractérisation chimique fine de la propolis BFA a confirmé qu’elle appartenait bien au type
peuplier puisqu’elle est constituée de ses marqueurs spécifiques, notamment les acides phénoliques
(acides caféique, p-coumarique, férulique, etc.), les esters phénoliques (caféates de prényle, CAPE,
etc.) et les flavonoides (pinocembrine, pinobanksine-3-acétate, chrysine, galangine, etc.). Deux
nouveaux flavonoides ont également été identifiés: la 6-[(3”,4”-dihydroxyphényl)prop-2-én-1-
yllpinocembrine (41) et la 8-[(E)-phénylprop-2-én-1-one]-5-méthoxycatéchine (43). Parmi ces deux
derniers composés, 43 qui apparait dans une grande majorité des lots constituant le mélange initial
de propolis BFA pourrait donc étre considéré comme un marqueur spécifique de la propolis de BFA
ou, plus largement, d’'une zone spécifique d’Europe de I'Ouest. Pour étudier cette éventualité, des
études complémentaires devront étre menées afin de vérifier la présence ou non de ce marqueur

dans des échantillons de propolis provenant de différentes régions d’Europe.

Quatre activités biologiques : antioxydante, antiglycante, antifongique et antibactérienne, ont
été évaluées pour cette propolis BFA. Les résultats ont montré que les extraits organiques
possédaient une bonne activité antioxydante associée a un potentiel antiglycant trés intéressant.
Ainsi ces extraits de propolis pourraient-ils entrer dans la composition de compléments alimentaires
destinés a prévenir la glycoxydation. Du point de vue de la relation composition-activité, alors que les
taux de polyphénols totaux des extraits de propolis sont corrélés positivement avec lactivité
antioxydante mesurée, une telle corrélation n’est pas observée entre ces mémes taux et l'activité
anti-AGEs. En effet, un taux important de polyphénols spécifiques, les flavonoides, semble ici
nécessaire pour observer une activité anti-AGEs marquée. |l existe en effet deux principales voies
d’inhibition de la formation des AGEs : la premiére passe par le piégeage de radicaux libres et/ou la

chélation de métaux de transition, limitant alors la formation d’espéces réactives de I'oxygéne et
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prévenant ainsi celle des intermédiaires dicarbonylés, précurseurs des AGEs; la deuxiéme,
correspond au piégeage des intermédiaires dicarbonylés eux-mémes (cf. figure Il1-12 page 137).
Nous nous sommes alors intéressés a I'étude de ce second mécanisme puisque nos résultats ont
montré que la pinobanksine-3-acétate, composé majoritaire des extraits organiques de propolis BFA,
présentait la meilleure activité anti-AGEs alors que son potentiel antioxydant était quasi nul. L'activité
antiglycante de cette molécule pourrait donc étre liée a sa capacité a piéger les intermédiaires
dicarbonylés. Afin de valider cette hypothese, et de proposer un mécanisme d’action ou de relations
structure-activité, une méthode par HPLC permettant d’évaluer la capacité de différents extraits ou
molécules a piéger les composés dicarbonylés tels que le méthylglyoxal est actuellement en cours de
développement au sein de notre laboratoire. Les extraits de propolis ainsi que les constituants
présentant les meilleures activités anti-AGEs sont en cours d’analyse. En ce qui concerne les dérivés
de la pinobanksine, les premiers résultats ainsi obtenus indiquent un taux de piégeage du
méthylglyoxal de plus de 80%, ce qui confirmerait I'nypothése émise.

La propolis BFA présente également des activités antifongique et antibactérienne intéressantes,
respectivement contre deux levures du genre Candida et contre Staphylococcus aureus et plusieurs
souches SARM et SASM. Les résultats obtenus a partir de différents extraits montrent que ces
activités sont d’autant plus marquées que les taux de polyphénols totaux et de flavonoides sont
élevés. De plus, ces familles de composés agiraient de fagon synergique car les extraits de propolis
présentent de meilleures activités antibactériennes que leurs constituants pris individuellement. Ce
sont ici les extraits a base de DCM, malheureusement peu adaptés a un usage thérapeutique, qui
présentent les meilleures activités antibactériennes contre S. aureus et plusieurs de ses souches
résistantes et sensibles a la méticilline, responsables de nombreuses infections nosocomiales. Il
conviendrait donc de développer des extractions alternatives, faisant recours a des solvants non
toxiques et écologiques (agrosolvants), permettant d’obtenir des extraits de composition similaire a
celle des extraits a base de DCM (e.g. eau subcritique). La propolis de type peuplier présente en effet

un réel potentiel dans la lutte contre les infections a staphylocoques.

En complément de I'étude du mélange moyen de la propolis BFA, celle des 24 lots individuels
constituant ce "pooling" a permis d’évaluer la variabilité inter-lots en termes de composition chimique
et d’activités biologiques (antioxydante et antiglycante). Compte tenu du caractere confidentiel de
cette partie, les résultats ne seront pas explicités dans cette conclusion. L’entreprise BFA souhaitait
également optimiser son procédé d’extraction aqueuse. Une étude par plan d’expériences a permis
d’apporter des éléments importants qui seront trés prochainement pris en compte en production chez

Ballot-Flurin.
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Enfin, I'analyse de trois propolis provenant des continents américain et africain a montré de
réelles diversités en termes de compositions chimiques et d’activités biologiques, offrant de belles
perspectives de valorisation. Mais cette grande diversité de composition qui se révele en fonction des
zones géographiques implique aussi que la propolis soit un matériau difficile & standardiser.
Aujourd’hui, la propolis est décrite dans une fiche a la pharmacopée frangaise mais uniquement en
tant que “Propolis pour préparations homéopatiques”®*®. Cette fiche contient une bréve description de
la matiere, des tests de solubilité dans I'eau et de détection de polyphénols par réaction avec le
chlorure ferrique, et une caractérisation par CCM, mais sans en préciser le type. La propolis n’est par
ailleurs pas décrite dans la pharmacopée européenne. A défaut de pouvoir standardiser “la” propolis
en général, il serait donc sans doute possible de proposer des normes de standardisation applicables
aux différents types de propolis. En Europe, I'équipe de Bankova travaillent déja, depuis plusieurs
années, dans cette optique et notamment sur la propolis de type peuplier mais de nombreuses
études restent encore a mener pour aboutir a la standardisation des autres types recensés. Au vu de
ce travail et de I'intérét démontré de la propolis BFA, nous pourrions associer nos efforts a ceux de
I"équipe précitée dans l'optique de proposer une monographie européenne de la propolis de type

“peuplier”.
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Annexes

ANNEXE 1 : Taux de PT, FF et FD des extraits de propolis
E01-08

Valeurs des taux de polyphénols totaux (PT), de flavones/flavonols (FF) et de

flavanones/dihydroflavonols (FD) pour les différents extraits de propolis E01-08

PT FF FD
Extraits

(mg GAE/g) | (mgQE/g) (mg NE/g)
EO1 EtOH 70 246.3+10.6 | 69.3%3.7 158.6 + 8.5
E02 MeOH 238.7+13.3 | 66.4%49 156.8 + 3.1
EO3 EtOH 95 253.6+5.1 67.0%2.6 153.1+2.5
E04-2 DCM 273.5+6.8 78.6+2.7 176.0 9.9
E05-1 Aq 279.5+22.4 | 27.6+15 94.9+2.6
EO5-2 EtOH90 | 246.5+10.9 | 68.5%1.0 154.8 + 8.9
E06-2 DCM 181.3+9.2 61.0+0.5 133.1+2.8
E07-2 Aq 305.7 £3.8 321%1.5 97.8%2.9
E07-3 DCM 247.4+8.8 82.5+4.8 | 159.0+10.8
E08-2 mixte 281.0+7.1 80.0+1.2 | 156.0+10.2
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ANNEXE 2 : Etude structurale préliminaire de six

polyphénols commerciaux

1) Acide caféique (4)
L'acide caféique fait partie de la famille des acides hydroxycinnamiques, et posseéde deux

fonctions phénols libres. Son spectre UV présente des maxima d’absorption Amax a 298 et 324

nm.
1407 3240
0 e N
N 1004 A
R %}\ P99/ \
OH 0,803 | .
. N ff‘mn / \
z/ P JI
HO™ 7 Vv \/ \
2 Y .
OH 0204 \
acide caféique 0.003 ; A~
20000 300.00 400.00
M=180 g/mol . =

Structure et spectre UV de I'acide caféique (Acros, 99%)

Son spectre RMN 'H, réalisé dans le DMSO, présente trois singulets (s) d’intégration 1 a &
12.13, 9.55 et 9.14 ppm, caractéristiques respectivement du proton de I'acide carboxylique et
des deux protons phénoliques. Il possede également un ensemble de 5 signhaux entre 8 6.1 et
7.5 ppm détaillés dans le spectre suivant.

Acide caféique, DMSO, 300 MHz

g 8 SHa RN BR  yomosgHz  ymeusp g 2
~ M~ MM~ 0w WwWw W00 s le]
| | - SN A 11 |
6.75 (d) ’ ; 6.
7.02 (d) m1  He AL
7.41 (d) .1::.:::[]
| =159 a0 i N _,
! ol - OH  gwans=15.16 Hz {2
. l H, 5\ J=8.1 I
|| ‘ ‘||| |'| P I=2.0 | ‘
{ ll: I‘ ‘
| ] 1| ||
|||' I .ll |||"I|u |'||I ||. |||
VL BT [ L " | | NI

7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1

Spectre RMN 'H (zone & 6.1-7.5 ppm) de I'acide caféique (300 MHz, DMSO, 3:us 0 ppm)

Deux doublets (d) de grande constante de couplage (J=15.9 Hz) sont observés a d 6.16 et
7.41 ppm. Il s'agit d'une constante de couplage entre deux protons situés sur une double

liaison en position trans. De plus, le proton en position B par rapport au carbonyle (Hs)
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subissant I'effet mésomere attracteur de ce dernier, sera plus déblindé, c'est-a-dire décalé vers
les hauts ppm (7.41 ppm). Le signal a 0 6.16 ppm, quant a lui, correspond au proton H,. Les
autres signaux possédent des constantes de couplage de protons aromatiques. Hg possede a la
fois un proton voisin en ortho et un autre en méta, ce sera donc un doublet dédoublé (dd), il
s'agit du signal a d 6.96 ppm (J=8.1, 2.0 Hz). Hg ne posseéde qu’un voisin en ortho, car la
constante de couplage para est négligeable, c’'est donc le doublet a 6 6.75 ppm (J=8.1 Hz)

Quant a Hs, il ne possede qu’un voisin en méta, il s'agit du doublet a 6 7.02 ppm (J=2.0 Hz)

2) Acide p-coumarique (7)

L'acide p-coumarique fait lui aussi partie de la famille des acides hydroxycinnamiques

mais il ne possede qu’une seule fonction phénol libre. Son spectre UV présente un maximum
d’absorption Amax @ 310 nm.

@]
j/’:‘:j/A\\Q:‘:/J’J\OH a ) :\‘g :: . I!,lf. ||,I
| " A \ _|I |
HO" NG~ {

acide p-coumarique R e e
2000 250 .*-} 20 %000 4000
M=164 g/mol

Structure et spectre UV de I'acide p-coumarique (Sigma, 98%)

Son spectre RMN 'H, réalisé dans le DMSO, présente deux singulets d’intégration 1 a &

12.15 et 9.97 ppm, caractéristiques du proton de I'acide carboxylique et du phénol. Il possede
également un ensemble de plusieurs signaux entre 6 6.2 et 7.6 ppm.

Acide p-coumarique, DMSO, 300 MHz

Nn%e 28 R
i R ? 9
(@]
LL(d) $ 3 6.78 (d)
= 8 X\ o OH .
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Hget H, lﬁl_li--m-ﬂ h Hget Hy I
1 | I
.' | B, |
I || | |
[ ||
.f'I ' |~. I f‘l I- 'l l'\ '|| |||
_ VL - - e = - - INCIN
T T s T T
76 75 74 73 72 71 70

69 68 67 66 65 64 6.3 6:2
Spectre RMN 'H (zone & 6.2-7.6 ppm) de I'acide p-coumarique (300 MHz, DMSO, &us0 ppm)
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L'acide p-coumarique possede les mémes signaux (d, J=16.0 Hz) d'intégration 1 pour les
protons éthyléniques H, et Hs; que l'acide caféique. Mais cette fois-ci, un seul groupement
hydroxyle est en para, on va donc observer deux doublets de couplage ortho (J=8.6 Hz)
d’'intégration 2 car les protons sont équivalents deux a deux. Hs et Hg, du coté du carbonyle a-B
insaturé, seront plus déblindés (0 7.51 ppm) alors que Hg et Hg, proches du OH seront plus
blindés (86 6.78 ppm).

3) Acide férulique (8)
L'acide férulique fait lui aussi partie de la famille des acides hydroxycinnamiques. C'est un
dérivé de I'acide caféique dont un des deux groupements phénols est méthoxylé. Son spectre

UV présente un maximum d’absorption Anax @ 298 et 323 nm.

2.00
j 3228
| 150]
[|” “j” " "OH 5 b18.7
1.00+4 B\
A 53
HO T
OMe L
acide férulique 0.00F———r—r——r—r—r>r
M=194 g/mol 200.00 30.:{?0 400,00

Structure et spectre UV de I'acide férulique (Aldrich, 99%)

Son spectre RMN 'H, réalisé dans le DMSO, présente aussi deux singulets d'intégration 1 a
0 12.13 et 9.56 ppm, caractéristiques du proton de l'acide carboxylique et du phénol. I
possede également un ensemble de plusieurs signaux entre d 6.2 et 7.6 ppm, comme l'acide
caféique, et surtout un singulet d'intégration 3 a & 3.81 ppm pour le groupement méthoxyle.

Acide férulique, DMSO, 300 MHz
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Spectre RMN 'H (zone 8 3.6-7.6 ppm) de I'acide férulique (300 MHz, DMSO, &:us0 ppm)
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4) Chrysine (34)
La chrysine fait partie de la famille des flavonoides et plus spécialement des flavones, et
posseéde deux fonctions phénols libres. Son spectre UV présente des maxima d’absorption Amax
a 268 et 313sh nm.

f\“i 1w 268.2
n, 0804
Ho\/ﬁ,—o\\f - |
0504 [
|\,// - . 0.404 / \ i‘j
| . /
OH O 0.204
Chrysine - S
M =254 g/mo| 20000 26000 30000 35000 400

Structure et spectre UV de la chrysine (Acros, 99%)

Son spectre RMN H, réalisé dans le DMSO, présente deux singulets d‘intégration 1 & &
12.84 et 10.93 ppm, caractéristiques des protons phénoliques. Il possede également un

ensemble de 5 signaux entre d 6.1 et 8.2 ppm détaillés dans le spectre suivant.

Chrysine, DMSO, 300 MHz
a88 8 28 @ B3 88
~ &~ et et — N N
6.99 (s)
8.08 (dd) - 6.53 (d) 6.22 (d)
H - S
1=8.0 3 ) [
=1.6 H; | | Hy
H H,. et H,. -.I
||.| | | |
|| v ||, || I| |I |, | |
.t x,_ e T [, TR = g R N

0

1

0
1.0

0

i ™ -

82 81 80 79 78 77 76 75 74 7.I3 72 71 70 6..9 6.8 6.7 6.6 6I.5 64 63 6.2 6.1

Spectre RMN 'H (zone 8 6.1-8.2 ppm) de la chrysine (300 MHz, DMSO, d:ys 0 ppm)

Les deux doublets a 0 6.22 et 6.53 ppm, de constante de couplage J=2.1 Hz et
d’'intégration 1, correspondent aux deux protons aromatiques situés sur le cycle A Hg et Hg. Le
proton Hs sort sous forme de singulet a & 6.99 ppm. Les 5 protons du cycle aromatique (cycle
B) sont répartis en deux signaux : un multiplet a & 7.60 ppm d'intégration 3, correspondant a
Hs, Hys et Hs et un doublet dédoublé d'intégration 2 correspondant aux deux protons en ortho
Hy et He'.
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5) Quercétine (18)
La quercétine fait elle aussi partie de la famille des flavonoides et plus spécialement des
flavonols, et possede en tout 5 fonctions phénols libres. Son spectre UV présente des maxima
d’absorption Amax @ 255 et 370 nm.

OH
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Structure et spectre UV de la quercétine (Sigma, 98%)

Son spectre RMN H, réalisé dans le DMSO, présente 5 singulets d'intégration 1 a & 12.50,
10.79, 9.60, 9.39 et 9.32 ppm, caractéristiques des protons phénoliques et énolique. Il posséde
également un ensemble de 5 signaux entre d 6.1 et 7.8 ppm.

Quercétine, DMSO, 300 MHz
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Spectre RMN 'H (zone & 6.1-7.8 ppm) de la quercétine (300 MHz, DMSO, &ys0 ppm)

On retrouve les deux doublets de constante de couplage méta (J=2.0 Hz) d'intégration 1
correspondants aux deux protons aromatiques Hg et Hg (0 6.18 et 6.40 ppm). On retrouve aussi
les trois signaux des protons situés sur un cycle aromatique 1,3,4-trisubstitué comme dans
I'acide caféique mais avec des déplacements chimiques différents (zone & 6.8-7.8 vs zone 0

6.7-7.1 ppm pour |'acide caféique).
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6) Naringénine (16)
La naringénine fait elle aussi partie de la famille des flavonoides et plus spécialement des
flavanones, et posséde 3 fonctions phénols libres.
d’absorption Amax @ 289 et 330sh nm.

Son spectre UV présente des maxima
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Structure et spectre UV de la naringénine (Sigma, 98%)

Son spectre RMN H, réalisé dans le DMSO, présente 3 singulets d'intégration 1 a & 12.15,
10.79 et 9.60 ppm, caractéristiques des protons phénoliques. Il possede également un

ensemble de 6 signaux sur deux zones & 2.6-3.4 et 5.4-7.3 ppm détaillées dans le spectre

suivant.

Naringénine, DMSO, 300 MHz
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Spectre RMN 'H (zones § 2.6-3.4 et 5.4-7.3 ppm) de la naringénine (300 MHz, DMSO, 3ys 0

ppm)

Le motif flavanone est constitué de trois signaux d‘intégration 1 :

- un doublet dédoublé a 0 5.44 ppm, donc assez déblindé, correspondant au proton H,

qui subit I'effet inductif attracteur de l'oxygéne en position 1, avec une grande

constante de couplage type axial (J=12.8 Hz) avec Hs, et une plus petite type équatorial

(J=3.0 Hz) avec Hs,.
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- un doublet dédoublé a d 3.27 ppm correspondant a Hs, avec une des constantes de
couplage J=12.8 Hz (avec H,) et la plus grande J=17.1 Hz avec Has,.

- un doublet dédoublé a d 2.67 ppm correspondant donc a Hs, avec une des constantes
de couplage J=3.0 Hz (avec H;) et la méme grande constante de couplage J=17.1 Hz

avec Hsp.

Dans le cas de la naringénine, les deux protons aromatiques du cycle A, He et Hg sont
regroupés sous un seul et méme signal ressemblant a un singulet d'intégration 2 a & 5.88 nm,
alors que ce devrait étre deux doublets avec J=2 Hz. C'est comme s'ils étaient équivalents (ou
isochrones). Le cycle B est disubstitué en position para, ainsi les protons Hz et Hs sortent sous
forme de doublet (J=8.6 Hz) d'intégration 2 a & 6.79 ppm et H, et Hg a 6 7.31 ppm.
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ANNEXE 3 : Récapitulatif des composés identifiés dans la
propolis BFA (méthode 1)

Composé 1
Nom 3,4-dihydroxybenzaldéhyde
Formule brute C;He03 i
Masse molaire 138 g/mol H
Temps de rétention | 3.7 min HO OH
Profil UV (Amax) 280, 312 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 137 [M+H]" : 139

Données RMN
(& en ppm)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, références™ '™

CF2-13

Composé 2

Nom

Acide 4-hydroxybenzoique

Formule brute C;He05 0
Masse molaire 138 g/mol MOH
Temps de rétention | 4.7 min HO

Profil UV (Amax) 255 nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 137

Données RMN
(3 en ppm)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, références** 183

CF2-13
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Composé 3

Nom 4-hydroxybenzaldéhyde
Formule brute C/He0; o
Masse molaire 122 g/mol MH
Temps de rétention | 5.4 min HO
Profil UV (Amax) 230, 274sh nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 121
Données RMN 'H (CD,0D, 270 MHz) : 6.91 (d, J=8.4Hz, 2H), 7.77 (d, J=8.4Hz, 2H),
(6 en ppm) 9.75 (s, 1H)

3C (CD50D, 67.5 MHz) : 115.8, 115.9, 130.3, 132.2(x2), 158.9, 193.0
Identification par HPLC/UV, HPLC/MS, RMN H et 3C, références**188:18°
Fraction source CF2-9

Composé 4

Nom Acide caféique
Formule brute CoHgOy4 S i
Masse molaire 180 g/mol OH
Temps de rétention | 5.5 min HO OH
Profil UV (Amax) 298, 325 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 179 ; MS? 179, 135 [M+H]*-H,0 : 163
Données RMN 'H (DMSO0, 300 MHz) : 6.16 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.75 (d, J=8.1Hz, 1H),
(8 en ppm) 6.96 (dd, J=8.1, 2.0Hz, 1H), 7.02 (d, J=2.0Hz, 1H), 7.41 (d, J=15.9Hz,

1H), 9.14 (s, 1H), 9.55 (s, 1H), 12.13 (s, 1H) (standard commercial)
Identification par HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H, standard commercial, références®®’*7*
Fraction source (CF2-23)
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Composé 5

Nom Vanilline

O
Formule brute CgHsO3

H
Masse molaire 152 g/mol
Temps de rétention | 6.2 min HO
OMe

Profil UV (Amax) 281, 311 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 151 ; MS? 136 [M+H]" : 153 : MS? 125

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD,0D, 270 MHz) : 3.92 (s, 3H), 6.94 (d, J=6.6Hz, 1H), 7.42 (dd,
J=6.6, 1.7Hz, 1H), 7.4 (s, 1H), 9.74 (s, 1H)

13C (CD;0D, 67.5 MHz) : 56.4, 104.9, 111.3, 120.8, 131.2, 148.0,
149.0, 193.0

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H et 3C, références®**7418
CF2-9

Composeé 6
Nom 4-hydroxyacétophénone
Formule brute CgHs0, O
Masse molaire 136 g/mol /©)J\Me
Temps de rétention | 6.5 min HO
Profil UV (Amax) 278 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 135 [M+H]" : 137

Données RMN
(3 en ppm)

'H (CD;0D, 270 MHz) : 2.53, (s, 3H), 6.83 (d, J=8.6Hz, 2H), 7.88 (d,
J=8.6Hz, 2H)

13C (CD50D, 67.5 MHz) : 26.2, 116.3(x2), 129.1, 132.2(x2), 164.0,
199.7

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et °C, références**'®*1*°
CF2-9
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Composé 7
Nom Acide p-coumarique
Formule brute CoHgO3 o]
Masse molaire 164 g/mol /©/\/U\OH
Temps de rétention | 8.2 min HO
Profil UV (Amax) 310 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 163 ; MS? 119 [M+H]*-H,0 : 147

Données RMN
(6 en ppm)

'H (DMSO, 300 MHz) : 6.29 (d, J=16.0Hz, 1H), 6.78 (d, J=8.6Hz, 2H),
7.49 (d, J=16.0Hz, 1H), 7.51 (d, J=8.6Hz, 2H), 9.97 (s, 1H), 12.15 (s,

1H) (standard commercial)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, standard commercial, références® %74

(CF2-14&15)

Composé 8
Nom Acide férulique
0]
Formule brute Ci10H1004 S
OH
Masse molaire 194 g/mol
. . . HO
Temps de rétention | 8.7 min OMe
Profil UV (Amax) 298, 323 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 193 ; MS? 178, 149, 134 | [M+H]*-H,0 : 177

Données RMN
(6 en ppm)

'H (DMSO, 300 MHz) : 3.81 (s, 3H), 6.36 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.78 (d,
J=8.1Hz, 1H), 7.08 (dd, J=8.1, 1.8Hz, 1H), 7.28 (d, J=1.8Hz, 1H), 7.48
(d, J=15.9Hz, 1H), 9.56 (s, 1H), 12.13 (s, 1H) (standard commercial)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, standard commercial, références® 174

(CF2-15)
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Composé 9
Nom Acide isoférulique
Formule brute C10H1004 S i
Masse molaire 194 g/mol OH

Temps de rétention | 9.7 min MeO

OH

Profil UV (Amax) 298, 323 nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 193 ; MS? 178, 149, 134 | [M+H]" : 195 ; [M+Na]* : 217
[M+H]*-H,0 : 177

Données RMN 'H (CD;0D, 270 MHz) : 3.88 (s, 3H), 6.33 (d, J=16.0Hz, 1H), 6.97 (d,
(5 en ppm) J=8.4Hz, 1H), 7.09 (d, J=8.4, 2.0Hz, 1H), 7.16 (d, J=2.0Hz, 1H), 7.53
(d, J=16.0Hz, 1H)

Identification par HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H, références®’*
Fraction source CF2-18 et CF2-19

Composé 10

Nom Acide benzoique

Formule brute C7Hq0; o)

Masse molaire 122 g/mol ©)J\OH

Temps de rétention | 11.0 min

Profil UV (Amax) 230, 274sh nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 121

Données RMN 'H (CD;0D, 270 MHz) : 7.46 (td, J=7.7, 1.4Hz, 2H), 7.54 (tt, 1=7.7,
(0 en ppm) 1.4Hz, 1H), 8.01 (dd, J=8.4, 1.4Hz, 2H)

Identification par HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H, standard commercial, références!>’18
Fraction source CF2-6
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Composé 11

Nom Acide 3,4-dimethoxycinnamique
0]
Formule brute C11H1,04 S
Masse molaire 208 g/mol OH
; - . MeO
Temps de rétention | 12.6 min
OMe
Profil UV (Amax) 295, 323 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 207 ; MS? 163, 149, 133 [M+H]* : 209 ; [M+Na]* : 231

[M+H]*-H,0 : 177 ; MS? 163

Données RMN
(o en ppm)

'H (CD,0D, 270 MHz) : 3.87 (2s, 6H), 6.36 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.97 (d,
J=8.4Hz, 1H), 7.15 (d, 1=8.4, 2.0Hz, 1H), 7.20 (d, J=2.0Hz, 1H), 7.59
(d, J=15.9Hz, 1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H, références
CF2-13

Composé 12

Nom

Acide 3-phénylpropanoique

Formule brute

C9H1002 O

Masse molaire 150 g/mol WOH
Temps de rétention | 13.7 min
Profil UV (Amax) 250 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 149 ; MS? 105 [M+Na]* : 173

Données RMN
(3 en ppm)

'H (CD50D, 270 MHz) : 3.33 (t, J=7.6, 2H), 3.65 (t, J=7.6, 2H), 7.97

(m, 5H)
13C (CD50D, 67.5 MHz) : 32.2, 37.2, 127.2, 129.4(x2), 129.5(x2),

142.4, 174.1

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN 'H et °C, références’*'®
CF2-7
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Composé 13

Nom

5-méthylpinobanksine

Formule brute Ci6H1405 HO o \@

Masse molaire 286 g/mol m

Temps de rétention | 15.9 min OH
OMe O

Profil UV (Amax) 288, 330sh nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 285 [M+H]": 287 ; [M+Na]": 309

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD50D, 270 MHz) : 3.85 (s, 3H), 4.40 (d, J=11.7Hz, 1H), 5.03 (d,

J=11.7Hz, 1H), 6.00 (d, J=2.1Hz, 1H), 6.13 (d, J=2.1Hz, 1H), 7.44 (m,

5H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN *H, références®*’*

CF2-19

Composé 14

Nom Acide cinnamique

Formule brute CoHg0; 0]
Masse molaire 148 g/mol ©/\)I\OH
Temps de rétention | 15.9 min

Profil UV (Amax) 277 nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 147 [M+H]*-H,0 : 131 ; MS? 103

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD50D, 270 MHz) : 6.48 (d, J=15.9Hz, 1H), 7.39 (m, 3H), 7.59 (m,

2H), 7.65 (d, J=15.9Hz, 1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H, standard commercial, références®>’7*

CF2-8 et CF2-9
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Composé 15

Nom

Acide 4-méthoxycinnamique

Formule brute Ci0H1003 0
Masse molaire 178 g/mol /@A/U\OH
Temps de rétention | 16.6 min MeO

Profil UV (Amax) 308 nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 177 [M+H]* : 179 ; [M+Na]* : 201

MS? [M+H]*-H,0 : 161, 133

Données RMN
(o en ppm)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, références**’*

CF2-11&12

Composé 16

Nom Naringénine
Formule brute Ci5H120s
Masse molaire 272 g/mol
Temps de rétention | 16.9 min

Profil UV (Amax)

289, 330sh nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 271 ; MS? 177, 151

[M+H]": 273 ; MS? 153

Données RMN
(6 en ppm)

'H (DMSO, 300 MHz) : 2.67 (dd, 1=17.1, 2.9Hz, 1H), 3.27 (dd, 1=17.1,
12.9 Hz, 1H), 5.44 (dd, J=12.9, 2.9Hz, 1H), 5.88 (s, 2H), 6.79 (d,
J=8.6Hz, 2H), 7.31 (d, J=8.6Hz, 2H), 9.60 (s, 1H), 10.79 (s, 1H), 12.15

(s, 1H) (standard commercial)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H, standard commercial, références’

(CF2-13)
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Composé 17

Nom

Pinobanksine

Formule brute Ci5H120s HO o \@

Masse molaire 272 g/mol \@gg\

Temps de rétention | 16.9 min OH
OH O

Profil UV (Amax) 292, 330sh nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 271 [M+H]": 273 ; [M+Na]*: 295

[2M+Na]* : 567

Données RMN
(o en ppm)

'H (CD,0D, 270 MHz) : 4.55 (d, J=11.6Hz, 1H), 5.08 (d, J=11.6Hz, 1H),
5.90 (d, J=2.1Hz, 1H), 5.94 (d, J=2.1Hz, 1H), 7.41 (m, 3H), 7.53 (m,

2H)

C (DMSO0, 67.5 MHz) : 71.4, 85.3, 89.2, 96.1, 100.4, 128.0(x2),

128.2(x2), 128.6, 137.3, 162.4, 163.3, 166.9, 197.6

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et 13C, références®/374182

CF2-9

Composé 18

Nom Quercétine
Formule brute CisH1005
Masse molaire 302 g/mol
Temps de rétention | 17.0 min
Profil UV (Amax) 255, 370 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 301 ; MS? 179, 151

[M+H]" : 303

Données RMN
(& en ppm)

'H (DMSO, 300 MHz) : 6.18 (d, J=2.0Hz, 1H), 6.40 (d, J=2.0Hz, 1H),
6.88 (d, J=8.5Hz, 1H), 7.54 (dd, 1=8.5, 2.1Hz, 1H), 7.67 (d, J=2.1Hz,
1H), 9.32 (s, 1H), 9.39 (s, 1H), 9.60 (s, 1H), 10.79 (s, 1H), 12.50 (s,

1H) (standard commercial)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN !H, standard commercial, références®®3’

(CF2-11)
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Composé 19

Nom 3-méthylquercétine
Formule brute Ci6H120;

Masse molaire 316 g/mol

Temps de rétention | 18.3 min

Profil UV (Amax) 256, 355 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 315 ; MS? 300

[M+H]": 317 ; [M+H]": 339
MS? 302

Données RMN
(o en ppm)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, références®™®!

E09-2 (DCM) et CF2-18

Composé 20

Nom 5-méthylpinocembrine
Formule brute Ci16H1404

Masse molaire 270 g/mol

Temps de rétention | 18.8 min

Profil UV (Amax)

288, 330sh nm

HO

)
&

OMe O

Données MS (m/z)

[M-H] : 269 ; [2M-H] : 539
MS? 254, 227, 165

[M+Na]*: 293 ; [2M+Na]*: 563

Données RMN
(3 en ppm)

'H (CD,0D, 270 MHz) : 2.72 (dd, J=16.7, 3.2Hz, 1H), 3.00 (dd, J=16.7,
12.4 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 5.43 (dd, J=12.4, 3.2Hz, 1H), 6.05 (d,
J=2.2Hz, 1H), 6.10 (d, J=2.2Hz, 1H), 7.43 (m, 5H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN H, références®

CF2-20

1
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Composé 21

Nom

1,3-dicoumaroylglycérol

Formule brute Ca1H210;
Masse molaire 384 g/mol
Temps de rétention | 19.0 min
Profil UV (Amax) 314 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 383 ; MS? 219, 163

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD,0D, 270 MHz) : 4.10-4.35 (m, 5H), 6.36 (d, J=15.9, 2H), 6.79
(d, 1=8.6Hz, 4H), 7.45 (d, J=8.6Hz, 4H), 7.66 (d, J=15.9Hz, 2H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN 'H, références'®*”

CF2-20

Composé 22

1-féruloyl-3-coumaroyl

Nom

glycérol
Formule brute C22H2,0s
Masse molaire 414 g/mol
Temps de rétention | 19.0 min
Profil UV (Amax) 295, 314 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 414 ; MS? 235,
193, 177, 137

[M+Na]*: 437

Données RMN
(3 en ppm)

'H (DMSO, 270 MHz) : 3.87 (s, 3H), 4.10-4.35 (m, 5H), 6.36 (d, J=15.9,
1H), 6.39 (d, J=15.9, 1H), 6.79 (d, J=8.6Hz, 3H), 7.02 (dd, 1=8.6,
2.2Hz, 1H), 7.18 (d, J=2.2Hz, 1H), 7.45 (d, J=8.6Hz, 2H), 7.66 (d,

J=15.9Hz, 2H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN *H, références™**"

CF2-20
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Composé 23

Nom Kaempférol
Formule brute Ci5H1006
Masse molaire 286 g/mol
Temps de rétention | 19.9 min
Profil UV (Amax) 266, 364 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 285

Données RMN

(6 en ppm)
Identification par HPLC/UV, HPLC/MS, références® !
Fraction source E09-2 (DCM)
Composé 24

Nom Apigénine

pig OH
Formule brute Ci5H100s
Masse molaire 270 g/mol
Temps de rétention | 20.4 min
Profil UV (Amax) 268, 337 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 269 ; [2M-H] : 539

Données RMN
(& en ppm)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, références’ 103191

CF2-15

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis @

336




Annexes

Composé 25

Nom

Acide cinnamylidéne acétique

Formule brute

C11H100; O

Masse molaire 174 g/mol WOH
Temps de rétention | 21.3 min

Profil UV (Amax) 312 nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 173 [M+H]": 175 ; [M+Na]*: 197

MS? [M+H]*-H,0 : 157

Données RMN
(o en ppm)

'H (CD;0D, 270 MHz) : 6.01 (d, J=15.1Hz, 1H), 6.99 (m, 2H), 7.41 (m,
6H)

3C (CD50D, 67.5 MHz) : 122.8, 127.6, 128.4(x2), 129.5, 129.9(x2),
137.7, 141.7, 146.5, 168.9

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et 3C, références®1/63:191,192
CF2-9

Composé 26

Nom Pinocembrine

Formule brute Ci5H1204 HO o ‘\\\©
Masse molaire 256 g/mol \Q;g

Temps de rétention | 22.8 min

OH O

Profil UV (Amax)

288, 330sh nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 255 ; MS? 177, 151 [M+H]": 257 ; [M+Na]*: 279

MS? 213

Données RMN
(& en ppm)

'H (CD;0D, 270 MHz) : 2.77 (dd, J=17.1, 3.1Hz, 1H), 3.10 (dd, J=17.1,
12.7Hz, 1H), 5.47 (dd, =12.7, 3.1Hz, 1H), 5.89 (d, J=2.2Hz, 1H), 5.93
(d, J=2.2Hz, 1H), 7.43 (m, 5H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H, références®®’1.74181
CF2-6
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Composé 27

Nom Caféate de benzyle
Formule brute C16H1404 S T
Masse molaire 270 g/mol O@
Temps de rétention | 22.8 min HO OH
Profil UV (Amax) 298, 330 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 269 ; [2M-H] : 539
MS* 178, 134

Données RMN
(o en ppm)

'H (CD;0D, 270 MHz) : 5.21 (s, 2H), 6.30 (d, J=15.7Hz, 1H), 6.76 (d,
J=8.1Hz, 1H), 6.94 (dd, J=8.1, 2.1Hz, 1H), 7.03 (d, J=2.1Hz, 1H), 7.35
(m, 5H), 7.57 (d, 1=15.7Hz, 1H)

13C (CD,0D, 67.5 MHz) : 67.2, 115.1, 115.3, 116.6, 123.1, 127.8,
129.2, 129.3(x2),129.6(x2), 138.0, 147.0, 147.3, 149.8, 169.1

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H, références®® /4191194
CF2-11

Composé 28

Nom caféate d'isopent-3-ényle

Formule brute C14H1604 S i O/\/K

Masse molaire 248 g/mol

Temps de rétention | 28.2 min HO L

Profil UV (Amax) 298, 330 nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 247 ; [2M-H] : 495 [M+H]*: 249 ; [M+Na]*: 271 ;
MS* 179 [2M+Na]*: 519 ; MS? 181

Données RMN
(& en ppm)

'H (CD,0D, 500 MHz) : 1.79 (m, 3H), 2.42 (t, J=6.8Hz, 2H), 4.28 (t,
J=6.8Hz, 2H), 4.77 (m, 1H), 4.82 (m, 1H), 6.23 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.76
(d, J=8.1Hz, 1H), 6.93 (dd, J=8.1, 2.2Hz, 1H), 7.02 (d, J=2.2Hz, 1H),
7.52 (d, 1=15.9Hz, 1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H, références’
CF2-10
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Composé 29

Nom Pinobanksine-3-acétate

Formule brute Ci7H1406 HO o \@
Masse molaire 314 g/mol m

Temps de rétention | 23.2 min OCOMe

Profil UV (Amax)

293, 330sh nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 313 ; MS? 253 [M+H]": 315 ; [M+Na]*: 337

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD50D, 270 MHz) : 1.96 (s, 3H), 5.41 (d, J=11.7Hz, 1H), 5.83 (d,
J=11.7Hz, 1H), 5.95 (d, J=2.1Hz, 1H), 5.96 (d, J=2.1Hz, 1H), 7.41 (m,
3H), 7.51 (m, 2H)

C (CD50D, 67.5 MHz) : 20.2, 73.8, 82.5, 96.8, 97.9, 102.2, 128.8(x2),
129.7(x2), 130.5, 137.3, 164.2, 165.6, 169.4, 170.9, 193.1

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN *H et 13C, références®537174:182
CF2-8

Composé 30

Nom

Caféate de prényle

0]
Formule brute Ci14H1604 X O/\)\
Masse molaire 248 g/mol
Temps de rétention | 23.2 min HO OH
Profil UV (Amax) 298, 324 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 247 ; [2M-H] : 495 [M+Na]*: 271 ; [2M+Na]*: 519 ;
MS? 179, 134 MS? 203

Données RMN
(& en ppm)

'H (CD,0D, 500 MHz) : 1.75 (d, J=0.8Hz, 3H), 1.78 (d, J=0.8Hz, 3H),
4.67 (d, J=7.3Hz, 2H), 5.40 (t, J=7.3Hz, 1H), 6.23 (d, J=15.9Hz, 1H),
6.76 (d, 1=8.1Hz, 1H), 6.93 (dd, J=8.1, 2.2Hz, 1H), 7.02 (d, J=2.2Hz,
1H), 7.52 (d, J=15.9Hz, 1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN H, références® 7
CF2-10
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Composé 31

Nom

2-acétyl-1,3-

dicoumaroylglycérol

Formule brute Ca3H2208
Masse molaire 426 g/mol
Temps de rétention | 23.2 min
Profil UV (Amax) 316 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 425 ; [2M-H] : 851
MS? 365, 163

Données RMN
(6 en ppm)

'H (DMSO, 270 MHz) : 2.08 (s, 3H), 4.30 (dd, J=12.0, 5.9Hz, 2H), 4.40

(dd, J=12.0, 3.9 Hz, 2H), 5.28 (m, 1H), 6.41 (d, J=16.0, 2H), 6.78 (d,
J=8.5Hz, 4H), 7.56 (d, 1=8.5Hz, 4H), 7.57 (d, J=16.0Hz, 2H), 10.05 (s,

2H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H, références™*

CF2-17

Composé 32 (non identifié)

Nom

Dérivé d'acide p-coumarique

Formule brute

Masse molaire

?

326 ? 434 g/mol? Autre ?

WOR
HO )

Temps de rétention | 23.2 min
Profil UV (Amax) 268, 310 nm
Données MS (m/z) | 433
MS2 163 [M+Na]*: 349 ; [2M+Na]*: 675
Données RMN
(5 en ppm) '
Identification par -
Fraction source CF2-13
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Composé 33

Nom Caféate de phényléthyle
Formule brute Ci7H1604

Masse molaire 284 g/mol

Temps de rétention | 24.4 min

Profil UV (Amax) 298, 330 nm

Y
X (0]
HO
OH

Données MS (m/z)

[M-H] : 283 ; [2M-H] : 567
MS? 179, 135

Données RMN
(o en ppm)

'H (CD;0D, 270 MHz) : 2.99 (t, J=7.0Hz, 2H), 4.36 (t, J=7.0Hz, 2H),
6.22 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.76 (d, J=8.1Hz, 1H), 6.92 (dd, J=8.1, 2.0Hz,
1H), 7.01 (d, J=2.0Hz, 1H), 7.27 (m, 5H), 7.50 (d, J=15.9Hz, 1H)

Identification par

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H, références®63741%

Fraction source CF2-11
Composé 34
Nom Chrysine
Formule brute Ci5H1004
Masse molaire 254 g/mol
Temps de rétention | 24.7 min
Profil UV (Amax) 268, 313sh nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 253 ; [M+H]": 255 ; [M+Na]*: 277

Données RMN
(3 en ppm)

'H (DMSO0, 300 MHz) : 6.22 (d, J=2.1Hz, 1H), 6.53 (d, J=2.1Hz, 1H),

6.99 (s, 1H), 7.60 (m, 3H), 8.08 (dd, J=8.0, 1.6Hz, 2H), 10.93 (s, 1H),
12.84 (s, 1H) (standard commercial)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H, standard commercial, références®*1/6371

(CF2-9)
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Composé 35

Nom

p-coumarate de benzyle

Formule brute

Ci6H1403 O

Masse molaire 254 g/mol /@NJ\O@
Temps de rétention | 25.4 min HO

Profil UV (Amax) 314 nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 253

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD;0D, 270 MHz) : 5.19 (s, 2H), 6.34 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.78 (d,
J=8.6Hz, 2H), 7.36 (m, 5H), 7.42 (d, J=8.6Hz, 2H), 7.62 (d, J=15.9Hz,
1H)

13C (CD50D, 67.5 MHz) : 67.2, 115.1, 116.9(x2), 127.3, 128.9,
129.3(x2), 129.5, 129.7(x2), 131.3(x2), 137.9, 146.9, 161.4, 169.2

Identification par

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et 13C, références®6374:186

Fraction source CF2-7
Composé 36
Nom Galangine
Formule brute C15H100s
Masse molaire 270 g/mol
Temps de rétention | 25.7 min

Profil UV (Amax)

265, 313sh, 358 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 269 ; [2M-H] : 539

Données RMN
(3 en ppm)

'H (CD;0D, 270 MHz) : 6.18 (d, J=2.1Hz, 1H), 6.39 (d, J=2.1Hz, 1H),
7.46 (m, 3H), 8.17 (dd, J=8.4, 1.6Hz, 2H)
C (CDs0D, 67.5 MHz) : 94.6, 99.5, 104.7, 128.8(x2), 129.5(x2),

131.0, 132.7, 138.6, 147.0, 158.6, 162.7, 166.1, 177.8

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et 3C, références™/37174187
CF2-7
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Composé 37

Nom Férulate de benzyle
0]
Formule brute Ci7H1604 S
Masse molaire 284 g/mol O@
Temps de rétention | 25.7 min HO
OMe
Profil UV (Amax) 298, 324 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 283 ; MS® 268, 192 [M+H]*: 285 ; [M+Na]*: 307

[2M+Na]*: 591 ; MS? 270, 217

Données RMN
(o en ppm)

'H (CD,0D, 500 MHz) : 3.88 (s, 3H), 5.21 (s, 2H), 6.41 (d, J=15.9Hz,
1H), 6.80 (d, J=8.1Hz, 1H), 7.07 (dd, J=8.1, 1.8Hz, 1H), 7.18 (d,
J=1.8Hz, 1H), 7.36 (m, 5H), 7.64 (d, J=15.9Hz, 1H)

13C (CD,0D, 125 MHz) : 56.4, 67.2, 111.7, 115.3, 116.4, 124.2, 127.7,
129.1, 129.2(x2), 129.6(x2), 137.8, 146.4, 149.3, 150.7, 169.0

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et *C, RMN 2D COSY, HMQC, HMBC,
NOESY, références’!*%74

CF2-6

Composé 38

Nom Férulate de prényle
0]

Formule brute Ci5H104 X O/\)\
Masse molaire 262 g/mol
Temps de rétention | 25.7 min HO

OMe
Profil UV (Amax) 298, 324 nm
Données MS (m/z) | [M-H] : 261 [M+Na]*: 285 ; [2M+Na]*: 547

Données RMN
(& en ppm)

'H (CD;0D, 500 MHz) : 1.75 (s, 3H), 1.77 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 4.67 (d,
J=7.2Hz, 2H), 5.40 (t, J=7.2Hz, 1H), 6.34 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.80 (d,
J=8.0Hz, 1H), 7.06 (dd, J=8.0, 2.0Hz, 1H), 7.17 (d, J=2.0Hz, 1H), 7.59
(d, J=15.9Hz, 1H)

13C (CD50D, 125 MHz) : 18.0, 25.9, 56.4, 62.2, 111.6, 115.6, 116.4,
120.1, 124.1, 127.6, 139.9, 147.1, 149.3, 150.6, 169.2

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN H , 13C, 2D COSY, HMQC, HMBC, NOESY,
références!’*

CF2-6
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Composé 39

Nom Rhamnocitrine
Formule brute C16H1206

Masse molaire 300 g/mol
Temps de rétention | 25.7 min

Profil UV (Amax) 265, 364 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 299 ; MS® 284, 165

[M+H]": 301 ; [M+Na]": 323 ;
MS? 255, 139

Données RMN
(o en ppm)

'H (CD,),C0, 270 MHz) : 3.93 (s, 3H), 6.32 (d, J=2.0Hz, 1H), 6.70 (d,
J=2.0Hz, 1H), 7.02 (d, J=8.9Hz, 2H), 8.18 (d, J=8.9Hz, 2H), 12.13 (s,

1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN 'H, références**'*?

CF2-9

Composé 40

Nom Kaempféride
Formule brute Ci6H1206
Masse molaire 300 g/mol
Temps de rétention | 25.7 min
Profil UV (Amax) 267, 364 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 299 ; MS? 284, 165

[M+H]": 301 ; [M+Na]": 323 ;
MS? 255, 139

Données RMN
(3 en ppm)

'H (CD,),C0, 270 MHz) : 3.90 (s, 3H), 6.27 (d, J=1.9Hz, 1H), 6.54 (d,
J=1.9Hz, 1H), 7.11 (d, =8.9Hz, 2H), 8.22 (d, J=8.9Hz, 2H), 12.15 (s,

1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN 'H, références'®'*>

CF2-9
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Composé 41 (nouveau)

Nom

6-[(3",4"'-dihydroxyphényl)

prop-2-én-1-yl]pinocembrine

J

Formule brute Ca4H2006 HO HO O (ORGRN
Masse molaire 404 g/mol Q

; ; ; HO
Temps de rétention | 25.7 min -~ OH O

Profil UV (Amax)

293, 340sh nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 403 ; [2M-H] : 807 [M+H]": 405 ; [M+Na]*: 427
MS? 293 MS? 295, 191

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD,0D, 270 MHz) : 2.76 (dd, J=17.0, 3.2Hz, 1H), 3.09 (dd, 1=17.0,
12.7 Hz, 1H), 5.04 (dd, J=10.0, 2.4Hz, 1H), 5.10 (d, J=8.5Hz, 1H), 5.11
(dd, 1=16.2, 2.4Hz, 1H), 5.44 (dd, J=12.7, 3.2Hz, 1H), 5.99 (s, 1H),
6.61 (dd, 1=8.4, 1.8Hz, 1H), 6.64 (ddd, J=16.2, 10.0, 8.5Hz 1H), 6.67
(d, J=8.4Hz, 1H), 6.79 (d, J=1.8Hz, 1H), 7.42 (m, 5H)

13C (CD;0D, 125 MHz) : 44.4, 44.5, 80.5, 95.9, 103.3, 112.3, 115.2,

115.7, 116.0, 119.9, 127.4(x2), 129.7, 129.8(x2), 136.5, 140.6, 141.2,
144.0, 145.6, 162.8(x2), 166.1, 197.6

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H et **C, COSY, HMQC, HMBC, références’®*®
CF2-13

Composé 42

Nom Caféate de cinnamyle
O
Formule brute CigH1604 S . _
Masse molaire 296 g/mol /\/\©
Temps de rétention | 26.4 min HO OH
Profil UV (Amax) 298, 330 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 295 ; [2M-H] : 591 ; MS* 178, 134

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD,0D, 270 MHz) : 4.83 (dd, J=6.5, 1.4Hz, 2H), 6.31 (d, J=15.9Hz, 1H),

6.40 (dt, 1=15.9, 6.5Hz, 1H), 6.72 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.77 (d, J=8.1Hz, 1H),
6.96 (dd, J=8.1, 2.1Hz, 1H), 7.05 (d, J=2.1Hz, 1H), 7.29 (m, 3H), 7.43 (m,
2H), 7.58 (d, J=15.9Hz, 1H)

13C (CD;0D, 67.5 MHz) : 66.0, 115.1, 115.3, 116.6, 123.1, 124.7, 127.7 (x2),

127.8, 129.1, 129.7(x2), 135.1, 137.9, 146.9, 147.2, 149.7, 169.1

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN 'H et °C, références**H31%t
CF2-11
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Composé 43 (nouveau)

8-[(E)-phénylprop-2-én-1-

Nom
one]-5-méthoxycatéchine
Formule brute Ca5H2,07
Masse molaire 434 g/mol HO
Temps de rétention | 27.4 min
Profil UV (Amax) 350 nm OMe
Données MS(m/z) | [M-H] : 433 [M+H]*: 435 ; [M+Na]*: 457

HRESIMS : [M+H]": 435.1436 MS? 417, 331, 283

Données RMN
(6 en ppm)

'H ((CDs),C0O, 270 MHz) : 2.53 (dd, 1=16.2, 9.5Hz, 1H), 3.07 (dd, J=16.2,
5.7 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H), 4.21 (m, 1H), 4.68 (d, J=8,9Hz, 1H), 6.15 (s,
1H), 6.91 (d, J=8.4Hz, 1H), 6.96 (dd, =8.4, 1.4Hz, 1H), 7.11 (d, J=1.4Hz,
1H), 7.22 (m, 5H), 7.63 (d, J=15.7Hz, 1H), 8.06 (d, J=15.7Hz, 1H), 14.49
(s, 1H)

BC ((CD3),C0, 125 MHz) : 30.6, 56.5, 66.8, 84.2, 93.5, 102.5, 105.9, 116.0,
116.2, 121.3, 128.4, 129.2(x2), 129.7(x2), 130.7, 130.8, 136.2, 143.1, 146.2,
146.6, 157.6, 165.1, 168.1, 193.2

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN *H et *C, COSY, HMQC, HMBC, NOESY, références™®
CF2-18

Composé 44

Nom Isoférulate de cinnamyle
0]
Formule brute Ci9H1504 S . P
Masse molaire 310 g/mol /\/\©
; - . MeO
Temps de rétention | 28.5 min OH
Profil UV (Amax) 293, 326 nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 309 ; MS? 294 [M+Na]*: 333 ; MS? 289

Données RMN
(& en ppm)

'H (CD3;0D, 270 MHz) : 3.86 (s, 3H), 4.81 (dd, 1=6.3, 1.3Hz, 2H), 6.34 (d,
J=15.9Hz, 1H), 6.37 (dt, J=15.9, 6.3Hz, 1H), 6.69 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.90
(d, J=8.4Hz, 1H), 7.03 (dd, 1=8.4, 2.1Hz, 1H), 7.07 (d, J=2.1Hz, 1H), 7.20-
7.45 (m, 5H), 7.59 (d, J=15.9Hz, 1H)

3C (CD50D, 67.5 MHz) : 56.4, 66.1, 112.6, 115.0, 116.2, 122.9, 124.7,
127.8(x2), 129.0(x2), 129.1, 129.8, 135.2, 137.9, 146.9, 148.2, 151.7, 169.0

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN *H et 3C, 2D NOESY, références®’*
CF2-8
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Composé 45

Nom

p-coumarate de cinnamyle

Formule brute

CigH1603 0

Masse molaire 280 g/mol /@NJ\O/\/\Q
Temps de rétention | 28.5 min HO

Profil UV (Amax) 311 nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 279

Données RMN
(3 en ppm)

'H (CDs0D, 270 MHz) : 4.81 (dd, J=6.5, 1.5Hz, 2H), 6.35 (d, J=15.9Hz,
1H), 6.37 (dt, J=15.7, 6.5Hz, 1H), 6.69 (d, J=15.7Hz, 1H), 6.79 (d,
1=8.6Hz, 2H), 7.18-7.52 (m, 5H), 7.44 (d, J=8.6Hz, 2H), 7.63 (d,
J=15.9Hz, 1H)

13C (CD50D, 67.5 MHz) : 66.0, 115.1, 116.9(x2), 124.7, 127.2,
127.7(x2), 128.8, 129.7(x2), 131.3, 135.1, 137.9, 146.8, 161.4, 169.1

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et 13C, références\6>7*
CF2-7

Composé 46

Nom

Alpinone-3-acétate

Formule brute CisH1606 MeO o \©
Masse molaire 328 g/mol m
Temps de rétention | 28.5min OCOMe

OH O

Profil UV (Amax)

293, 330sh nm

Données MS (m/z)

[M+H]": 329 ; [M+Na]*: 351
[2M+Na]": 679 ; MS? 287, 269, 241

Données RMN
(3 en ppm)

'H (CDCl3, 270 MHz) : 2.04 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 5.37 (d, J=11.6Hz,
1H), 5.82 (d, J=11.6Hz, 1H), 6.07 (d, J=2.2Hz, 1H), 6.13 (d, J=2.2Hz,
1H), 7.45 (m, 3H), 7.54 (m, 2H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS, RMN 'H et °C, références® >
CF2-4
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Composé 47

Nom

Pinostrobine

Formule brute

Masse molaire

Ci6H1404 ©

Temps de rétention

Meo O A\
270 g/mol \@gg
28.5 min

Profil UV (Amax)

OH O
290, 330sh nm

Données MS (m/z)

[M-H] : 269 ; MS* 165 [M+H]*: 271 ; [M+Na]*: 293
MS? 167, 131

Données RMN
(o en ppm)

'H (CDCl;, 270 MHz) : 2.83 (dd, J=17.2, 3.1Hz, 1H), 3.11 (dd, J=17.2,
13.0 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 5.43 (dd, 1=13.0, 3.1Hz, 1H), 6.07 (d,
J=2.3Hz, 1H), 6.09 (d, J=2.3Hz, 1H), 7.43 (m, 5H), 12.02 (s, 1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H, références>!’74179
CF2-2

Composé 48

Nom Tectochrysine
Formule brute Ci6H1204

Masse molaire 268 g/mol
Temps de rétention | 30.1 min

Profil UV (Amax)

271, 311sh nm

Données MS (m/z)

[M+H]*: 269 ; [M+Na]*: 291
[2M+Na]*: 559 ; MS? 254, 209, 149

Données RMN
(3 en ppm)

'H (CDCl3, 270 MHz) : 3.90 (s, 3H), 6.39 (d, J=2.2Hz, 1H), 6.52 (d,
J=2.2Hz, 1H), 6.69 (s, 1H), 7.50 (m, 3H), 8.08 (m, 2H), 12.70 (s, 1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H, références®!>741%
CF2-5
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Composé 49

Nom Cinnamate de benzyle
Formule brute Ci6H140;

Masse molaire 238 g/mol

Temps de rétention | 30.1 min

Profil UV (Amax) 281 nm

SOBAS

Données MS (m/z)

[M+Na]*: 238 ; [2M+Na]* : 499
MS? 193

Données RMN
(o en ppm)

'H (CDCl;, 270 MHz) : 5.26 (s, 2H), 6.49 (d, J=15.9Hz, 1H), 7.40 (m,
6H), 7.52 (m, 4H), 7.73 (d, J=15.9Hz, 1H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H, références®*’

CF2-1

Composé 50

Nom Benzoate de cinnamyle
Formule brute Ci16H140;

Masse molaire 238 g/mol

Temps de rétention | 31.1 min

Profil UV (Amax) 251 nm

0

Données MS (m/z)

[M+Na]*: 238 ; [2M+Na]*: 499

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CDCls, 270 MHz) : 4.75 (dd, J=6.5, 1.4Hz, 2H), 6.28 (dt, J=15.9,

6.5Hz, 1H), 6.65 (d, J=15.9Hz, 1H), 7.15-7.22 (m, 10H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H et °C, références’*®

CF2-1
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Composé 51

Nom Cinnamate de cinnamyle

Formule brute CisH160; 0

Masse molaire 264 g/mol @NJ\O/\/\Q
Temps de rétention | 32.6 min

Profil UV (Amax) 275 nm

Données MS (m/z)

[M+Na]*: 287 ; [2M+Na]*: 551

Données RMN
(6 en ppm)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, références
CF2-1

Composé 52

Cinnamyle cinnamylidéne
Nom i

aceétate

0]
Formule brute Conlgoz AN _
(0]

Masse molaire 290g/mol /\/\©
Temps de rétention | 34.5 min
Profil UV (Amax) 313 nm
Données MS (m/z) [M+Na]*: 313; [2M+Na]*: 603

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CDCls, 270 MHz) : 4.85 (dd, J=6.5, 1.4Hz, 2H), 6.04 (d, J=15.9Hz,

1H), 6.35 (dt, J=15.9, 6.5Hz, 1H), 6.70 (d, J=15.9Hz, 1H), 6.90 (m,
2H), 7.35 (m, 11H)

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H et 3C, références’®
CF2-1
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ANNEXE 4 : Spectres RMN de la 6-[(3",4"'-
dihydroxyphényl)prop-2-én-1-yl]pinocembrine (41)

RMN 'H
Composé 41, CD,0D, 500 MHz
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RMN B3C

Composé 41, CD;0D, 500 MHz
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HMBC ('H-'3C)
Composé 41, CD;0D, 500 MHz
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HMBC (‘H-'3C)
Composé 41, (CD;),CO, 500 MHz
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ANNEXE 5 : Spectres RMN de la 8-[(E)-phénylprop-2-én-1-

one]-5-méthoxycatéchine (43)

RMN 'H

Composé 43, (CD,),CO, 500 MHz
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RMN 13C
Composé 43, (CD;),CO, 500 MHz
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HMBC ("H-3C)
Composé 43, (CD,),CO, 500 MHz
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NOESY ('H-'H)
Composé 43, (CD,),CO, 500 MHz
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ANNEXE 6 : Chromatogrammes HPLC des fractions CF2-1 a
26

Chromatogrammes des fractions de CF2-1 a 12 (A 280 nm)
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Chromatogrammes des fractions de CF2-13 a 16 (A 280 nm)
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Annexes

ANNEXE 7 : Activités DPPH et anti-AGEs des extraits de

propolis E01-08 et de 17 de ses constituants

Valeurs des activités antioxydantes DPPH et anti-AGEs des extraits de propolis E01-08 et de

I'extrait EtOH de S. Japonicum

) DPPH Anti-AGEs L
Extraits Composés majoritaires
(nmol TE/g) (Clso, mg/mL)
EO1 EtOH 70 1650 + 149 0.03 Esters phénoliques et flavonoides
E02 MeOH 1386+ 171 0.03 Esters phénoliques et flavonoides
EO3 EtOH 95 1605 + 26 0.05 Esters phénoliques et flavonoides
E04-2 DCM 1437 + 105 0.03 Esters phénoliques et flavonoides
EO05-1 Aqg 1656 + 97 0.48 Acides phénoliques
E05-2 EtOH 90 1525+ 106 0.06 Esters phénoliques et flavonoides
E06-2 DCM 1022 +9 0.04 Esters phénoliques et flavonoides
E07-2 Aq 1731+28 0.36 Acides phénoliques
E07-3 DCM 1162 + 103 0.03 Esters phénoliques et flavonoides
E08-2 mixte 1964 + 124 0.04 Esters phénoliques et flavonoides
S. japonicum 1714 + 68 0.09 Flavonoides (rutoside)

Valeurs des activités antioxydantes DPPH et anti-AGEs de 17 constituants de la propolis de

BFA
Composés DPPH Anti-AGEs
(umol TE/umol) (1Cs50, mM)

Acide caféique (4) 1.00 0.9
Acide p-coumarique (7) NA 3
Acide férulique (8) 0.59 0.7
Acide isoférulique (9) NA 0.9
Acide 3,4-dimthoxycinnamique (11) NA 0.3
Naringénine (16) NA 0.2
Pinobanksine (17) NA 0.08
Quercétine (18) 2.03 0.2
pinocembrine (26) NA 0.3
Caféate de benzyle (27) 1.17 0.4
Pinobanksine-3-acétate (29) NA 0.06
Caféate de prényle (30) 1.22 0.09
2-acétyl-1,3-dicoumaroylglycérol (31) 0.36 0.07
CAPE (33) 1.46 1.6
Chrysine (34) NA 3
p-coumarate de benzyle (35) 0.19 0.3
Dérivé de la catéchine (43) 1.21 0.8

NA : Non Actif
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ANNEXE 8 : Spectres RMN (Propolis Mexicaine, MEX)
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Fraction B MEX (RMN H, CDCl;, 270 MHz)
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Fraction C MEX (RMN 14, CDCI3, 270 MHz)
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ANNEXE 9 : Analyse GC/MS (Propolis Mexicaine, MEX)

SO ek
T LMP SB-TH 22 ME< (1 ey A
T 18.295
- T
S +O7
2.5e+07
B2+ O7 17 WD
2. 5a+07
2a+0O7
1.5m+0O7
1e+O7
p -amyrénone Acétate d’a—amyrine
SOOOOOO
| =
T T T T T T T J"Lﬂl Jll T T T T
-2 .00 .00 200 10.00 12.00 14,00 18,00 12.00 20.00 2200 2900 26800 28.00
Tirre—=
Chromatogramme GC (TIC) de la fraction A (MEX)
Scan 2181 (17 860 M} LMP SBTH 22MEX (1) FRACTICN AD) cxta me | i ke e
4000000 iy ml
ot o s 18.396 min
17.659 min -
2000000 wl
200020 * I
-
—— | 4244
1500000 I
12000 424.4 I
o ke | a3
! il @ . L.
an 1 J‘.“lj 4. SN2 313 era 003  ses2 | J 23
7% e v e o Sk Sk e e s @ ’ baako T
ADUCINOS

Soan 000 (@D 400 ) LUVP SBTH 220D 1) MRACTICH A D aeans

20.486 min

[

Spectres MS des composés majoritaires de la fraction A (MEX)

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis OS0! | 365



Annexes

TIC LMP SB-TH 22 MEX (1) B
18. 725

. o —amyrine
120000 p -amyrine y

T T T T T T T T T T T T
4,00 &.00 8.00 10,00 12.00 1400 1600 1300 2000 2200 2400 2500 2300

Tinme—

Chromatogramme GC (TIC) de la fraction B (MEX)

Scan 2252 (S 135 Ny LIVIP SB-TH 22 MEX (1) FIRACTICN 5.0 d=tans
12000 122

11000

b 18.106 min

|
3000 109.1 =
426,5
2000 I 251.1
a2 L ae.s
7 EL

25a.7 i == s
| Il T B (— = | I
200 350 OO AS0 SO0 s550

Im 'rlhu ]
250

o_
8

100 150 =200
Y Z—e—

Scan 2339 (18. 716 MmN LMP SB-TH 22 MED< (1) FRACTICN B DL cata. n s
a=

S 18.725 min

142000

12000

257.2

|
297.0 -
s ..nrl ll. T wl“ iz

=250 = 3200

Spectres MS des composés majoritaires de la fraction B (MEX)

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis OO || 366



Annexes

100000

2S000

10000

f
N

TIC: FRACTIONC

17.676

fucostérol

B/y —sitostérol 16.488

S AN [ M et LB e e M e e 0 (3P O e [, \JSSLA S S L o e (LA U e M e B e |

4(1) 600 800 1000 1200 '14(1) '16.(20 18.00 20(’0 22,00 2400 2600 2&03

Chromatogramme GC (TIC) de la fraction C (MEX)

ey SIER CI7LETE D LA [P B O ot s

-3
17.676 min
4144
o
==
==
1N L b g Ln_ ;
m dD m ao 1m1mmm1mﬂmzzﬂ=ﬂommmnmwmmm@

Scan SSO7 78324 vin): LVP CPRPUR M ED. D\ cdats. s
5S.1 214.3

17.856 min

4124

Spectres MS des composés majoritaires de la fraction C (MEX)

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d'extraits de propolis

P e soz=.0
" — 1L |I. A 1 -

367



Annexes

ANNEXE 10 : Analyse GC/MS (Propolis Ougandaise,

ouG)
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ANNEXE 11 : Spectres RMN de la 6-méthoxycoelonine
(0OUG-7)
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HMBC (*H-3C)
OUG-7, CDCly, 500 MHz
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ANNEXE 12 : Spectres RMN du 3,4'-dihydroxy-5-
méthoxybibenzyle (OUG-8)
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COSY (*H-'H)
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HMBC (*H-3C)
OUG-8,CDCl,,

500 MHz
J\J\ N "

I
S 8

N
-
@
i
8

7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8

Séverine BOISARD | Caractérisation chimique et valorisation biologique d'extraits de propolis [ 377



Annexes

ANNEXE 13 : Spectres RMN de I'acide chlorogénique

(0UG-9)
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ANNEXE 14 : Spectres RMN des biflorine et isobiflorine

(OUG-10 et 11)
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RMN 'H (DMSO)
OUG-10 et 11 (biflorine et isobiflorine), DMSO, 500 MHz
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HMOQC (‘H-3C)
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ANNEXE 15:

Récapitulatif des composés identifiés dans la

propolis ougandaise OUG-7 a 11

Composé OUG-7

Nom

6-méthoxycoelonine OCHs

Formule brute

Masse molaire

Ci6H1604 OH
OCHg
272 g/mol

Temps de rétention

10.6 min (méthode 3)

Profil UV (Amax)

276, 302 nm
HO

Données MS (m/z)

[M-H] : 271

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CDCl3, 500 MHz) : 2.67 (m, 2H), 2.68 (m, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.91
(s, 3H), 6.35 (d, J=2.2Hz, 1H), 6.42 (d, 1=2.2, 1H), 6.78 (s, 1H), 7.86
(s, 1H)

C (CDCl3, 125 MHz) : 29.1, 30.9, 55.8, 56.3, 98.3, 107.6, 111.4,
113.6, 116.8, 124.8, 131.5, 141.4, 143.7, 144.5, 154.7, 157.7

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN *H et °C (1D et 2D), références®®**
OUG-DCM CF14-F

Composé OUG-8

Nom

3,4'-dihydroxy-5-

méthoxybibenzyle OCHj

Formule brute Ci5H1603

Masse molaire 244 g/mol o O O
Temps de rétention | 14.1 min (méthode 3) o
Profil UV (Amax) 277 nm

Données MS (m/z)

[M+H]": 245

Données RMN
(0 en ppm)

'H (CDCls, 500 MHz) : 2.80 (m, 2H), 2.81 (m, 2H), 3.75 (s, 3H), 6.25 (m,
2H), 6.31 (m, 1H), 6.75 (d, J=8.4Hz, 2H), 7.03 (d, J=8.4Hz, 2H)

13C (CDCl, 125 MHz) : 36.8, 38.3, 55.4, 99.1, 107.0, 108.1, 115.3(x2),
129.7(x2), 134.0, 144.7, 153.8, 156.7, 161.0

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, MS (CI), RMN *H et 3C (1D et 2D), références®®
OUG-DCM CF14-G
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Composé OUG-9

Nom

Acide chlorogénique (acide 3-

caféoylquinique)

Formule brute

Masse molaire

Ci6H1809
354 g/mol

Temps de rétention

12.0 min (méthode 4)

Profil UV (Amax)

295, 326 nm

HO

OH

Données MS (m/z)

[M+H]* 355, [M+Na]* 377,
[2M+Na]* 731

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD50D, 500 MHz) : 2.07 (m, 2H), 2.20 (m, 2H), 3.73 (dd, J=9.0,

3.0Hz, 1H), 4.17 (d, J=3.0Hz, 1H), 5.34 (td, J=9.0, 4.5Hz, 1H), 6.27 (d,
J=16.0Hz, 1H), 6.78 (d, J=8.0Hz, 1H), 6.95 (dd, J=8.0, 2.0Hz, 1H), 7.05
(d, J=2.0Hz, 1H), 7.56 (d, J=16.0Hz, 1H)
C (CD;0D, 125 MHz) : 38.3, 38.9, 71.5, 72.0, 73.6, 76.3, 115.2, 115.3,

116.5, 123.0, 127.8, 146.8, 147.1, 149.6, 168.7, 177.4

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et °C (1D et 2D), références®****

OUG-MeOH CF15-A

Composé OUG-10

Nom Biflorine
Formule brute CisH150q
Masse molaire 354 g/mol

Temps de

rétention

12.6 min (méthode 4)

Profil UV (Amax)

298, 325sh nm

OH

CHj

Données MS (m/z)

[M+H]" 355, [M+Na]* 377, [2M+Na]*

731

Données RMN
(6 en ppm)

'H (CD50D, 500 MHz) : 2.36 (s, 3H), 3.41 (m, 1H), 3.46 (m, 2H), 3.72

(dd, J=11.5, 4.5Hz, 1H), 3.87 (d, J=11.5Hz, 1H), 4.15 (m, 1H), 4.88 (d,
1=6.0, 1H), 6.08 (S, 1H), 6.38 (s, 1H)
13C (CDs0D, 125 MHz) : 20.3, 62.9, 71.8, 72.5, 75.2, 80.1, 82.6, 95.1,

104.9, 109.0, 109.1, 159.2, 162.1, 164.9, 169.3, 184.2

Identification par

Fraction source

HPLC/UV, HPLC/MS, RMN 'H et °C (1D et 2D), références®®®>%

OUG-MeOH CF15-C
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Composé 0UG-11
Nom Isobiflorine
Formule brute CiH1809
Masse molaire 354 g/mol

Temps de rétention | 10.0 min (méthode 4)

CHj

Profil UV (Amax) 298, 325sh nm

Données MS (m/z) | [M-H] : 353

Données RMN 'H (CD;0D, 500 MHz) : 2.41 (s, 3H), 3.41 (m, 1H), 3.46 (m, 2H), 3.72
(5 en ppm) (dd, 3=11.5, 4.5Hz, 1H), 3.87 (d, J=11.5Hz, 1H), 4.15 (m, 1H), 4.88 (d,
J=6.0, 1H), 6.08 (S, 1H), 6.25 (s, 1H)

C (CD;0D, 125 MHz) : 20.3, 62.9, 71.8, 72.5, 75.2, 80.1, 82.6, 95.1,
104.9, 109.0, 109.1, 159.2, 162.1, 164.9, 169.3, 184.2

Identification par HPLC/UV, HPLC/MS, RMN H et '3C, références®”
Fraction source OUG-MeOH CF15-C
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ABSTRACT: Accumulation in tissues and serum of advanced glycation end-products (AGEs) plays an important role in
pathologies such as Alzheimer’s disease or, in the event of complications of diabetes, atherosclerosis or renal failure. Therefore,
there is a potential therapeutic interest in compounds able to lower intra and extracellular levels of AGEs. Among them, natural
antioxidants (AO) with true anti-AGEs capabilities would represent good candidates for development. The purpose of this study
was to evaluate the AO and anti-AGEs potential of a propolis batch and then to identify the main compounds responsible for
these effects. In vivo, protein glycation and oxidative stress are closely related. Thus, AO and antiglycation activities were
evaluated using both DPPH and ORAC assays, respectively, as well as a newly developed automated anti-AGEs test. Several
propolis extracts exhibited very good AO and anti-AGEs activities, and a bioguided fractionation allowed us to identify

pinobanksin-3-acetate as the most active component.

KEYWORDS: poplar type propolis, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant, anti-AGEs

B INTRODUCTION

Propolis is a resinous material, most commonly collected by
honeybees from buds and exudates of various trees and plants.
Propolis has been largely used in folk medicine since ancient
times due to its pharmacological potential associated with
antioxidant,"” anti-inflammatory® as well as antimicrobial®®
properties.

Propolis is generally composed of 50% of resin and balm
(including polyphenolic compounds), 30% of wax and fatty
acids, 10% of essential oils, 5% of pollen, and 5% of various
organic and inorganic compounds. The composition of propolis
can be specified as it depends on the vegetation at the site of
collection. Indeed, propolis from temperate climatic zones, like
Europe, North America, and nontropical regions of Asia,
originate mainly from the bud exudates of Populus spec1es and
are rich in flavonoids, phenolic acids, and their esters, whereas
tropical propolis are rich in prenylated derivatives of p-coumaric
acids, benzophenons, and terpenoids,”” as no poplars or
birches grow in this region.

During Maillard’s reaction, a nucleophilic addition between a
free amino group and a carbonyl group of a reducing sugar
leads to the glycation of proteins. The resulting Schiff base
rearranges to a more stable ketoamine, the so-called Amadori
product, which can undergo further reactions, involving
dicarbonyl intermediates, giving advanced glycation end-
products (AGEs) (Figure 1).* Extra and intracellular
accumulation of AGEs with time play an important role in
the development of organ damage in such a way that AGEs are
involved in many important pathologies, including Alzheimer’s
disease’ and complications of diabetes® such as atheroscle-
rosis'® or renal failure."" Therefore, numerous compounds have
been investigated for their anti-AGEs activity, and the synthetic

-4 ACS Publications  © 2014 American Chemical Society
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hydrazine aminoguanidine has received the most efforts to be
developed as a drug® Protein glycation is a self-generated
process. Thus, any potential inhibitor of AGEs formation
should exhibit a long half-life while being virtually atoxic.
Because reactive oxygen species (ROS) are involved in AGEs
formation, a food diet rich in antioxidants may protect the
organism against AGEs accumulation as well as free radicals
derived via glycation (Figure 1). There has also been a growing
interest in natural products exhibiting both anti-AGEs and
antioxidant properties. In that way, plant polyphenols such as
quercetin have already been reported to significantly inhibit
glycation in vitro and in vivo.'"> On the one hand, poplar type
(such as European type) propolis generally exhibits high total
polyphenol contents (~200—300 mg of gallic acid equivalent/
gram of extract), whereas, on the other hand, very few chemical
studies on French-originated propolis were available in the
literature."® Thus, the purpose of this paper was to identify the
polyphenol constituents of a French-originated propolis
mixture and to evaluate both their antioxidant and anti-AGEs
potential. Even collected in the same geographical region,
propolis may differ qualitatively and quantitatively between
apiaries and even inside the same apiary from one hive to
another one.'* Keeping in mind any potential economic
development, it then appeared more appropriate to study a
mixture (i.e, some material exhibiting an average chemical
composition) rather than a specific sample. Therefore, 24
batches of propolis collected over two years (2010 and 2011)
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Figure 1. Schematic formation of AGEs. AGEs inhibitors may follow different inhibition pathways in order to prevent AGEs formation. For exemple,
they can prevent glycation via reaction with free amino groups in proteins or carbonyl groups on reducing sugars. In addition, compounds with
antioxidant (AO) properties (free radical scavengers or transition metal chelators) may reduce reactive oxygen species (ROS). Finally, they can also

scavenge a,f-dicarbonyl intermediates or break them (AGEs breakers) [adapted from Ahmed, 2005%].

from different places in France (Figure 2) were homogeneously
mixed to undergo this study. For the same reason, various

Figure 2. Collection sites of French propolis samples.

extracts using different solvents or mixtures of solvents were
prepared in order to find the more appropriate extraction
conditions.

B MATERIALS AND METHODS

Chemicals. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), alumi-
num chloride hexahydrate, Folin—Ciocalteu reagent, potassium

acetate, 2,4-dinitrophenylhydrazine, formic acid, gallic acid,
quercetin, naringenin, p-coumaric acid, ferulic acid, isoferulic
acid, 3,4-dimethoxycinnamic acid, prenyl caffeate, bovine serum
albumin (BSA, fraction V), potassium phosphate monobasic,
potassium phosphate dibasic trihydrate, sodium azide, amino-
guanidine hydrochloride, all of analytical grade, were purchased
from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France). 2,2"-Azobis
(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), fluores-
cein (FL), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid (Trolox), S'-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid), caffeic
acid, and chrysin were obtained from Acros Organics (Geel,
Belgium). Ribose was from Alfa Aesar (Schiltigheim, France).
Galangin was purchased from Extrasynthese (Genay, France),
and caffeic acid phenylethyl ester was purchased from Tocris
biosciences (Bristol, United Kingdom). Pinocembrin, pino-
banksin-3-acetate, and pinostrobin were isolated from the
DCM extract of propolis.

Propolis Batch. A batch (240 g) corresponding to 24
propolis samples (10 g of each), collected in 2010 and 2011 in
apiaries originating from different regions of France was used
for this study. This batch was provided by the “Ballot-Flurin
Apiculteurs” company, specialized in organic beekeeping. The
different collection sites of propolis samples are given in Figure
2.

Instrumentation. NMR spectra (1D and 2D) were
recorded on a Bruker (Wissembourg France) Avance
spectrometer at 500 MHz for 'H and 125 MHz for "C.
Absorbances were obtained from a Tecan (Lyon, France)
Infinite M200 microplate spectrophotometer.
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Extractions. The propolis batch was homogeneously
pulverized in the presence of liquid nitrogen and divided into
1 g samples. Four different extractions were then carried out on
1 g samples with water (E1), 95% EtOH (E2), 70% EtOH
(E3), and MeOH (E4). Then, two extractions, preceded by a
cyclohexane wax elimination, were independently performed on
1 g samples with DCM (ES) and a mixture of DCM, MeOH,
and H,O (31/19/4) (E6). For El, a decoction of 1 g of
propolis powder was boiled in 20 mL H,O at 100 °C for 15
min. After the samples were cooled, the solidified wax and the
residue were removed by filtration, and the filtrate was
concentrated. For other solvents, 1 g of propolis powder (or
of residue issued from a previous extraction) was macerated in
3 X 20 mL of solvent. After stirring for 3 X 2 h at room
temperature, the mixture was filtered. The filtrates were
gathered and evaporated under vacuum.

Total Polyphenol Content. Total polyphenol content was
determined according to the Folin—Ciocalteu colorimetric
method." Briefly, 20 uL of extract solution (2.5 mg/mL in
MeOH) were mixed with 280 uL of distilled water and 100 uL
of Folin—Ciocalteu’s phenol reagent. After 3 min, 1200 uL of
distilled water and 400 pL of 20% aqueous sodium carbonate
solution were added. Aliquots (200 uL) of each solution were
distributed in a 96-well microtiter plate. The absorbance was
measured at 760 nm after 30 min in the dark at room
temperature. A blank was prepared in the same way by using
MeOH instead of the extract solution. Gallic acid was used to
calculate the calibration curve (0.4—1.2 mg/mL; y = 0.5800x; ?
= 0.9941), and total polyphenol contents were expressed in
terms of gallic acid equivalent (mg) per gram of extract (mg
GAE/g). All measurements were performed in triplicate.

Flavone and Flavonol Content. Flavone and flavonol
content was determined according to the aluminum chloride
colorimetric method described by Woisky and Salantino.'®
Three hundred microliters of 95% EtOH was mixed with 100
UL of extract solution (1.5 mg/mL in EtOH 80%), 20 uL of
10% aqueous aluminum chloride solution, 20 yL of 1 M
potassium acetate aqueous solution, and 560 pL of distilled
water. Two hundred microliters of each solution was put into
the 96-well microtiter plate. After the samples were incubated
at room temperature for 30 min, the absorbance was measured
at 415 nm. The amount of 10% aqueous aluminum chloride
solution was replaced by the same amount of distilled water in
blank for each extract solution. Quercetin, used as standard, was
prepared at concentrations of 25—200 pg/mL to build the
calibration curve (y = 2.7677x; r* = 0.9988). Flavone and
flavonol content were expressed as mg QE/g (quercetin
equivalent per gram of extract). All assays were performed in
triplicate.

Flavanone and Dihydroflavonol Content. The modified
method described by Nagy and Grancai'’ was used to
determine flavanone and dihydroflavonol content. Briefly, 500
uL of extract solution (2.5 mg/mL in MeOH) was reacted with
250 pL of MeOH and 500 uL of 1% 2,4-dinitrophenylhy-
drazine (DNP) solution (500 mg of DNP mixed with 1 mL of
96% sulfuric acid and diluted to SO mL with MeOH) at 50 °C
for 50 min. After the solution was cooled, 500 pL of the
solution were mixed with 500 pL of 20% potassium hydroxide
in 70% EtOH and then centrifuged at 4000 rpm for 10 min to
remove the precipitate. Twenty microliters of the supernatant
was collected, put into the 96-well microtiter plate, and mixed
with 180 uL of 1% potassium hydroxide methanolic solution.
Absorbance was measured at 495 nm. A blank was prepared
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using the same amount of MeOH instead of the extract
solution. Standard solutions of (+)-naringenin (0.25—2.00 mg/
mL in MeOH) were used to build the calibration curve (y =
0.2053x; * = 0.9945). Flavanone and dihydroflavonol content
was calculated as mg NE/g (naringenin equivalent per gram of
extract). All measurements were performed in triplicate.

HPLC-DAD and HPLC-MS Procedures. Five milligrams of
propolis extracts dissolved in 1 mL of MeOH were centrifuged
at 13000 rpm for 10 min and filtered through a 0.2 ym nylon-
membrane syringe filter prior to injection (10 uL). Analytical
HPLC was run on a 2695 Waters (Guyancourt, France)
separation module equipped with a diode array detector 2996
Waters. Separation was achieved on a Phenomenex (Le Pecq,
France) Luna column 3 ym C18 100A (150 X 4.6 mm id., 3
um) protected with a Phenomenex SecurityGuard cartridge
C18 (4 x 3 mm i.d.) at a flow rate of 0.4 mL/min. The mobile
phase consisted of 0.1% formic acid in water (solvent A) and
0.1% formic acid in MeOH (solvent B). The separation was
performed using the following gradient: 40% B (0—10 min),
40—50% B (10—25 min), 50—60% B (25—55 min), 60—90% B
(55=70 min), 90% B (70—80 min). UV detection and
quantification were achieved at two wavelengths: 254 and
280 nm. The mass analyses were performed on a Bruker
(Bremen, Germany) ESI/APCI Ion Trap Esquire 3000+ in
both, positive and negative modes, with the conditions as
follows: collision gas, He; collision energy amplitude, 1.3 V;
nebulizer and drying gas, N2, 7 L/min; pressure of nebulizer
gas, 30 psi; dry temperature, 340 °C; flow rate, 1.0 mL/min;
solvent split ratio 1:9; scan range, m/z 100—1000.

Quantification of 12 Compounds by HPLC/DAD.
MeOH stock solutions of 12 major compounds chosen as
markers for this quantification analysis were prepared as
follows: caffeic acid (0.5 mg/mL), p-coumaric acid (0.5 mg/
mL), ferulic acid (0.3 mg/mL), isoferulic acid (0.3 mg/mL),
3,4-dimethoxycinnamic acid (0.3 mg/mL), pinocembrin (0.8
mg/mL), pinobanksin-3-acetate (1.0 mg/mL), prenyl caffeate
(0.4 mg/mL), chrysin (0.8 mg/mL), caffeic acid phenylethyl
ester (CAPE) (0.3 mg/mL), galangin (0.6 mg/mL) and
pinostrobin (0.2 mg/mL). Stock solutions were diluted (3/4,
1/2, 1/4, 1/8, 1/16) and used to determine the calibration
curves of the 12 markers (n = 2): caffeic acid (y = 78,027x; r* =
0.9999), p-coumaric acid (y = 113,20x; * = 0.9999), ferulic acid
(y = 78,364x; = 0.9999), isoferulic acid (y = 103,68x; P =
0.9998), 3,4-dimethoxycinnamic acid (y = 77,748x; =
0.9998), pinocembrin (y = 54,982x; * = 0.9998), pinobank-
sin-3-acetate (y = 49,022x; * = 0.9994), prenyl caffeate (y =
60,462x; * = 0.9987), chrysin (y = 100,4x; r* = 0.9998), CAPE
(y = 43,434x; r* = 0.9996), galangin (y = 48,653x; r* = 0.9984)
and pinostrobin (y = 93,633x; r* = 0.9995). All propolis extracts
(E1 to E6) were analyzed in triplicate.

Fractionation by Flash Chromatography. Fifty grams of
the propolis mixture was extracted with cyclohexane (3 X 200
mL, 2 h, room temperature) to remove beewax. Then, the
residue was extracted with DCM (5 X 200 mL, 2 h, room
temperature), filtered, and concentrated to give 25.0 g of DCM
extract (50% yield). Twenty-one grams of DCM extract was
dissolved in 200 mL of DCM, mixed with 42 g of silica gel
(extract/silica gel: 1/2), and concentrated to obtain a dry thin
powder. Fractionation was performed using a CombiFlash
Teledyne ISCO (Lincoln, NE, U.S.A.) apparatus, on a
prepacked silica gel column (Interchim PF-S0SI HC/300g, SO
um, 20 bar) at a flow rate of 100 mL/min with the following
gradient: 100% C¢H,, (2.0 L), C¢H,,:EtOAc 90:10 (1.7 L),
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Table 1. Extraction Yield, Total Polyphenol (TP), Flavone/Flavonol (FF), and Flavanone/Dihydroflavonol (FD) Contents of

French Propolis Extracts (E1—E6)

extract solvent extraction yield (%)
El H,0 69 + 04
E2 EtOH 684 + 0.8
E3 70% EtOH 653 + 1.5
E4 MeOH 67.3 + 04
ES DCM 50.3 + 0.5
E6 mixed solvents 58.6 + 0.7

TP? (mg GAE/g)

FF” (mg QE/g) FD® (mg NE/g)

292.1 £ 13.1 205 £ 1.2 76.6 £ 7.7
253.6 = S.1 67.0 + 2.6 183.1 + 2.5
246.3 + 10.6 69.3 £ 3.7 158.6 + 8.5
238.6 + 133 664 + 4.9 156.8 + 3.1
273.5 + 6.8 78.6 + 2.7 176.0 £ 9.9
281.0 + 7.1 80.0 £ 1.2 156.0 + 10.2

“Total polyphenol contents were determined by the Folin—Ciocalteu method. The results are expressed as milligram of gallic acid equivalent per
gram of extract. “Flavone/flavonol contents were determined by AIC, coloration. The results are expressed as milligram of quercetin equivalent per
gram of extract. “Flavanone/dihydroflavonol contents were determined by the DNP method. The results are expressed as milligram of naringenin
equivalent per gram of extract. For all, each value is the mean + standard deviation (n = 3).

CeH,,:EtOAc 90:10 to 80:20 (2.2 L), C,H,»:EtOAc 80:20 to
70:30 (2.5 L), C.H,,:EtOAc 70:30 to 60:40 (2.2 L),
CeH,,:EtOAc 60:40 to 50:50 (3.0 L), and at last DCM:MeOH
96:4 (2.2 L). UV detection, achieved at 254 and 280 nm,
allowed us to separate 21 fractions.

Scavenging of DPPH Radicals. The diphenyl-picrylhy-
drazyl (DPPH) radical scavenging evaluations of propolis
extracts were carried out using a modified previously
established methodology.'® Tested compounds and standards
were diluted in absolute EtOH at 0.02 mg/mL from stock
solutions at 1 mg/mL in DMSO. Aliquots (100 uL) of these
diluted solutions were placed in 96-well plates in triplicates.
The reaction was initiated by adding 25 uL of freshly prepared
DPPH solution (1 mM) and 75 uL of absolute EtOH using the
microplate reader’s injector (Infinite 200, Tecan, France) to
obtain a final volume of 200 uL per well. After 30 min in the
dark and at room temperature, the absorbance was determined
at 517 nm. EtOH was used as a blank, whereas 10, 25, 50, and
75 uM solutions of Trolox (hydrophilic a-tocopherol analog)
were used for the calibration curve. A sample of chlorogenic
acid ethanolic solution (0.02 mg/mL) was used as the quality
control standard. Results were expressed in terms of Trolox
equivalents (micromoles of TE per gram of extract).

Measurement of Oxygen Radical Absorbance Ca-
pacity (ORAC). ORAC assays were carried out according to
the method described by Huang et al.'” with some
modifications. The assay was performed in a 96-well plate.
The reaction mixture contained 100 uL of 75 mM phosphate
buffer (pH 7.4), 100 uL of freshly prepared fluorescein (FL)
solution (0.1 uM in phosphate buffer), SO uL of freshly
prepared 2,2'-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride
(AAPH) solution (51.6 mg/mL in phosphate buffer), and 20
uL of sample per well. Samples were analyzed in triplicate and
diluted in phosphate buffer at different concentrations (25,
12.5, 6.25, and 3.12 ﬂg/mL) from stock solutions at 1 mg/mL

AGEs(%) =

in DMSO. FL, phosphate buffer, and samples were
preincubated at 37 °C for 10 min. The reaction was started
by the addition of AAPH using the microplate reader’s injector
(Infinite 200, Tecan, France). Fluorescence was then measured
and recorded during 40 min (4., 485 nm, A, 520 nm). The 75
mM phosphate buffer was used as a blank, and 12.5, 25, 50, and
75 uM solutions of Trolox were used as calibration solutions. A
chlorogenic acid solution in phosphate buffer (8.8 M) was
used as quality control standard. The final ORAC values were
calculated using a regression equation between the Trolox
concentration, and the net area under the FL decay curve and
were expressed as micromole of Trolox equivalents per gram of
dry matter. Areas under curves were calculated using Magellan
data analysis software (Tecan, France).

Determination of Sample Concentrations Inhibiting
50% of AGEs Formation. IC;, values were determined using
a previously described method®® with slight modifications.
Briefly, BSA (10 mg/mL) was incubated with p-ribose (0.5 M)
together with the tested compound (3 4M to 3 mM) or extract
(1 pg to 1 mg) in SO mM phosphate buffer at pH 7.4 (NaN;,
0.02%). Solutions were incubated in 96-well microtiter plates at
37 °C for 24 h in a closed system before AGE fluorescence
measurement. Fluorescence resulting from the incubation,
under the same BSA (10 mg/mL) and tested compound (3 uM
to 3 mM) or extract (1 yg to 1 mg) conditions, was subtracted
for each measurement. A control (i.e.,, no inhibition of AGEs
formation) consisted of wells with BSA (10 mg/mL) and p-
ribose (0.5 M). A blank control (i.e., 100% inhibition of AGEs
formation) consisted of wells with only BSA. The final assay
volume was 100 yL. Pentosidine-like (4., 335 nm, 4,,, 385 nm)
AGEs fluorescence was measured using a microplate spectro-
fluorometer. In this type of automation, a single analysis is
sufficient for an accurate IC, determination.’”*" The
percentage of AGEs formation was calculated as follows for
each compound/extract concentration:

fluorescence intensity(sample) — fluorescence intensity(blank of sample)

fluorescence intensity(control) — fluorescence intensity(blank of control)

Dose—effect curves were best fitted with a sigmoidal dose—
response equation using Sigma Plot 12.0 software, which
enabled calculation of the ICy, values.

B RESULTS AND DISCUSSION

Extraction Yield. As shown in Table 1, the extraction yield
of E1 was very low (6.9%), whereas those of the alcoholic
extracts E2—E4 were much higher (65—69%). Those of ES and
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E6 were, respectively, 50.3 and 58.6% after a prior cyclohexanic
extraction, to remove waxes, which exhibited a 33.0% vyield.
Thus, yields of E2—E4 were higher than those of EtOH extracts
of propolis (EEP) collected in Greece and Cyprus (23.9 to
61.2%).>* These yields were also higher than those observed for
70% EtOH propolis extracts from Bulgaria (58%), Albania
(41%), Egypt (18%), Brazil (12—55%)>, and a MeOH propolis
extract from Mexico (40%).>
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Figure 3. HPLC chromatograms of E1 (a) and ES (b): 1 3,4-dihydroxybenzaldehyde, 2 caffeic acid, 3 4-hydroxybenzaldehyde, 4 vanilline, 5 4-
hydroxyacetophenone, 6 p-coumaric acid, 7 ferulic acid, 8 isoferulic acid, 9 benzoic acid, 10 3,4-dimethoxycinnamic acid, 11 pinobanksin-5-methyl
ether, 12 cinnamic acid, 13 4-methoxycinnamic acid, 14 pinobanksin, 15 naringenin, 16 1,3-dicoumaroylglycerol, 17 kaempferol, 18 apigenin, 19
cinnamylidene acetic acid, 20 rhamnetin, 21 pinocembrin-5-methyl ether, 22 pinocembrin, 23 isopent-3-enyl caffeate, 24 benzyl caffeate, 25 2-acetyl-
1,3-dicoumaroylglycerol, 26 pinobanksin-3-acetate, 27 prenyl caffeate, 28 chrysin, 29 caffeic acid phenylethyl ester (CAPE), 30 galangin, 31 benzyl p-
coumarate, 32 cinnamyl caffeate, 33 pinostrobin, 34 cinnamyl isoferulate, 35 cinnamyl p-coumarate, 36 tectochrysin, 37 alpinone-3-acetate, 38
benzyl cinnamate, 39 cinnamyl cinnamate, 40 cinnamyl cinnamylidene acetate.

Table 2. Contents of the 12 Markers in Propolis Extracts (E1—E6)

content” (mg/g of extract)

El: H,O E2: 95% EtOH
caffeic acid (2) 769 + 0.6 69 + 0.1
p-coumaric acid (6) 614 + 0.3 10.7 £ 0.1
ferulic acid (7) 208 + 0.4 41+ 0.1
isoferulic acid (8) 162 + 0.2 4.5 + 0.1
3,4-dimethoxy-cinnamic acid (10) 99 + 0.1 7.7 £ 0.1
pinocembrin (22) N.D. 352 +02
pinobanksin-3-acetate (26) N.D. 402 + 0.3
prenyl caffeate (27) N.D. 202 + 0.5
chrysin (28) N.D. 24.7 + 0.1
CAPE (29) N.D. 112 + 02
galangin (30) N.D. 219 £ 02
pinostrobin (33) N.D. 10.7 + 0.1
total 1853 £ 1.5 1953 + 1.1

E3: 70% EtOH E4: MeOH ES: DCM E6: mixed solvents

6.0 + 0.1 6.6 + 0.1 5.0+0.1 8.0+ 0.1
11.1 = 0.1 102 + 0.1 154 £ 0.1 12.0 + 0.1
44 + 0.1 39 +0.1 62 + 0.1 4.2 + 0.1
44 + 0.1 41 +0.1 6.5+ 0.1 4.6 + 0.1
7.7 £ 0.1 7.1 £0.1 10.8 + 0.1 7.7 £ 0.1
334 + 02 33.0 + 0.2 49.6 + 04 36.8 + 0.3
38.7 +£ 0.5 38.1 +0.2 59.1 + 0.5 428 + 04
202 + 0.3 19.5 + 0.2 274 + 0.3 22.0 + 0.4
235 +02 23.1 + 0.2 36.5 + 0.4 27.6 + 0.2
10.6 + 0.2 104 + 04 15.8 +£ 0.7 11.8 + 0.2
20.7 + 03 204 + 0.5 31.1 + 0.8 23.5 + 04
129 +£ 0.3 10.0 + 0.2 8.1 + 04 7.8 £0.3
193.7 + 1.8 186.5 + 1.8 271.6 + 3.5 2089 + 2.4

“Each value is the mean of triplicate analyses + standard deviation. N.D. = not detected.

Total Polyphenol Content. Total polyphenol (TP)
contents (Table 1) were high for E1-E6, in a range of 238.6
to 292.1 mg GAE/g. This is in accordance with values observed
for European and Asian poplar-type propolis (£200—300 mg
GAE/g).l Best TP contents were observed for E1, ES, and E6.
E2 (253.6 mg GAE/g) had a similar value to EEP from Ukraine
(255 mg GAE/g) and United States (256 mg GAE/g) but
higher than the ones found in Hungary (242 mg GAE/g),
Bulgaria (220 mg GAE/g), Argentina (212 mg GAE/g),
Uzbekistan (174 mg GAE/g), Brazil (120 mg GAE/g), South
Africa (100 mg GAE/g), and Thailand (31 mg GAE/g).1

Flavone/Flavonol and Flavanone/Dihydroflavonol
Contents. As indicated in Table 1, E1 showed the lowest
flavone/flavonol (FF) and flavanone/dihydroflavonol (FD)
contents (respectively, 21 mg QE/g and 77 mg NE/g), whereas
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FF contents of the other extracts were in a range of 66—80 mg
QE/g and FD contents in a range of 153—176 mg NE/g, ES
and E6 showing the best values. For all extracts, FD was
superior to FF contents. Alcoholic extracts E2—E4 had similar
values (66—69 mg QE/g for FF and 153—159 mg NE/g for FD
contents), which appeared superior to those of propolis from
Northeastern Spain (~48.2 mg/g for FF and 78.8 mg/g for
FD).” They seem closer to those of EEP from Pueblo de
Alamos in Northwestern Mexico (57.8 mg/g for FF and 150.6
mg/g for FD content.”* Nevertheless, FF and FD contents of
E2—E4 differed from those of Italian and Swiss 70% EtOH
propolis extracts where FF > FD.*

Identification of Components by HPLC Analysis with
DAD and MS Detection. Figure 3 shows the HPLC
chromatograms of E1 and ES, the profiles of E2—E4 and E6
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Table 3. Antioxidant and Anti-AGEs Activities of Propolis Extracts (E1—E6)

extract/compd solvent DPPH? (umol TE/g) ORAC*? (pmol TE/g) anti-AGEs” ICy; (mg/mL)
E1 H,O0 1731 £+ 28 9722 £ 273 0.34
E2 EtOH 160S + 26 8185 + 114 0.05
E3 70% EtOH 1650 + 149 9890 + 480 0.03
E4 MeOH 1386 + 171 7769 + 360 0.03
ES DCM 1437 + 10§ 9242 + 739 0.03
E6 mixed solvents 1964 + 124 11278 + 11 0.04
propolis (Greece)® EtOH 1110 =+ 70 N.D. N.D.
propolis (Colombia)? EtOH 190 1965 N.D.
E392° EtOH 591 + 20 2433 + 88 0.60
. japonicum’ EtOH 1714 + 68 7896 + 711 0.09
chlorogenic acid 2740 + 64 11289 + 531 0.04
quercetin 6723 + 66 13907 + 662 0.06

“DPPH and ORAC results are expressed as micromoles of Trolox equivalent per gram of extract. For both, each value is the mean + standard
deviation (1 = 3). "Anti-AGEs activity is evaluated by the half maximal inhibitory concentration (ICs,) expressed as milligram per milliliter (mg/mL)
(n = 1). “(Kalogeropoulos et al., 2009). d(Rodriguez et al,, 2012). “Rosmarinus officinalis. fStyphnolobium japonicum. N.D. = not determined.

(not shown) being very similar to ES. As expected with
differences in solvent polarities, we observed two profile types:
the aqueous type with retention times ranging from 6 to 33 min
and the organic one, with retention times of most compounds
ranging from 10 to 72 min. Chemical profiling was achieved by
comparison with literature data (UV/MS), using pure standards
or, when needed, after isolation through 'H and *C (1D and
2D) NMR analysis. These studies allowed us to identify 40
compounds as benzaldehyde, benzoic, and cinnamic acid
derivatives and their ester, glycerols, and different classes of
flavonoids (flavones, flavonols, flavanones, and dihydroflavo-
nols). E1 contained benzaldehyde and benzoic acid derivatives
(1, 3—5, 9), cinnamic acid derivatives (2, 6—8, 10, 12, 13) and
some flavanones/dihydroflavonols (11, 14, 15). ES exhibited
the same compounds, in less quantities, added with
cinnamylidene acetic acid 19, cinnamic ester derivatives (23,
24, 27, 29, 31, 32, 34, 35, 38—40), glycerol derivatives (16,
25), and other flavonoids, as flavanones/dihydroflavonols (21,
22, 26, 33, 36), flavones/flavonols (17, 18, 20, 28, 30, 37). So,
mainly exhibiting cinnamic acid derivatives (caffeic and p-
coumaric acids...) and their esters (prenyl caffeate, CAPE...),
and flavonoids (pinocembrin, pinobanksin-3-acetate, chrysin,
galangin...), this French propolis clearly belongs to the poplar
type with polyphenols originating from Populus spp. of section
Aigeiros and especially P. nigra L.”*°

Quantification of 12 Major Compounds. Results of the
quantitative analysis of E1—E6 are given in Table 2. As already
outlined in Figure 2a, E1 contained mainly phenolic acids with
a majority of caffeic 2 and p-coumaric 6 acids with 76.9 + 0.6
and 61.4 + 0.3 mg/g, respectively. In E2—E6, pinobanksin-3-
acetate 28 appeared as the major component, followed by
pinocembrin 28, chrysin 32, galangin 34, and prenyl caffeate
29. Taken as a whole, the higher cumulative amount of these 12
components was observed for ES with 271.6 + 3.5 mg/g,
whereas the lowest indexes were associated with E4 and E1
(186 and 185.3 mg/g, respectively). For the aqueous extract
(E1), it can be noticed that this amount corresponded to only
five detectable markers (phenolic acids). Therefore, the
quantification results were in accordance with our total
polyphenol and flavonoid contents (Table 1). The same
three major compounds were also observed in different
proportions with poplar type propolis from China (chrysin
> pinocembrin > pinobanksin-3-acetate), Hungary (chrysin >
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pinobanksin-3-acetate > pinocembrin), and Uruguay (pino-
banksin-3-acetate > chrysin > pinocembrin)."

Antioxidant and Anti-AGEs Activities. AO and anti-
AGEs activities observed for E1—E6 are shown in Table 3. E1—
E6 are compared with specific references (extract or pure
compounds) on the one hand and literature data on the other
hand. E392 is an ethanolic rosemary extract used as an AO food
additive in Europe (Official Journal of European Union,
Directive 2010/67/UE, L 277/17). It should be noticed that,
at least in our survey, E392 only showed very weak activities. As
expected, E1 exhibited good AO activities but, lacking
flavonoids, no real antiglycation potential. At the opposite, E6
showed very good overall activities due to a comprehensive
polyphenol extraction. However, as far as anti-AGEs activity
was concerned, similar results were obtained with E3—ES.
Therefore, from a food additive point of view, a mother tincture
such as E3, exhibiting fair AO activities associated with a true
anti-AGEs potential, appears as quite interesting. According to
its very good anti-AGEs activity (IC5, = 0.03 mg/mL),
combined with the best cumulative content of the 12 quantified
markers (272 mg/g), ES was chosen for a bioguided
fractionation by Flash chromatography.

Anti-AGEs Guided Fractionation of E5. Among 21
fractions (F) issued from the flash chromatography, F1—FS did
not exhibit any activity (ICs, > 1 mg/mL), whereas the ICy,
values for F6—21 were in a range of 0.01 to 0.13 mg/mL. Eight
fractions showing ICs, < 0.04 mg/mL (namely, F8—F12 and
F16—F18, i.e., F8:0.02; F9:0.04; F10:0.01; F11:0.03; F12:0.03;
F16:0.03; F17:0.03 and F18:0.04 mg/mL) were then selected
for a chemical profiling, and the anti-AGEs activities of purified
components were finally achieved (Table 4). The 16 analyzed
compounds can be divided into three groups. The first one
contained the most active components in our assay, with ICy, <
0.10 mM (i.e, in decreasing order, pinobanksin-3-acetate 26, 2-
acetyl-1,3-dicoumaroylglycerol 25, pinobanksin 14, prenyl
caffeate 27 and pinobanksin-S-methyl ether 11) The second
group was composed of moderately anti-AGEs compounds (0.2
< ICqy < 1.6 mM) like naringenin 15, caffeates 24, 38 and 29,
ferulic and isoferulic acids 7 and 8, and ester 34. The last group
exibited non active molecules (ICs, > 3 mM) like p-coumaric
and cinnamic acids 6 and 12 as well as chrysin 28. Thus, among
the most active components, three of them were pinobanksin
derivatives (flavanones 26, 14, and 11). Besides, a trisubstituted
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Table 4. Anti-AGEs Activities of Compounds Present in the
Eight Selected Fractions (with ICy, < 0.04 mg/mL)

anti-AGEs”

compd (no.) ICs, (mM) fraction
pinobanksin-3-acetate (26) 0.06 F8
2-acetyl-1,3-dicoumaroylglycerol (25) 0.07 F17
pinobanksin (14) 0.08 F9
prenyl caffeate (27) 0.09 F10
pinobanksin-S-methyl ether (11) 0.10 F18
naringenin (15) 0.2 F11-F12
benzyl caffeate (24) 0.4 F11
cinnamyl caffeate (38) 0.5 F11
cinnamyl isoferulate (34) 0.6 F8
ferulic acid (7) 0.7 F16
isoferulic acid (8) 0.9 F18
CAPE (29) 1.6 F11
p-coumaric acid (6) >3 F16
cinnamic acid (12) >3 F9
chrysin (28) >3 F9

“The anti-AGEs activity was evaluated by the means of the half
maximal inhibitory concentration (ICg,) expressed as millimole of
compound per liter (mM) (n = 1). Reference: quercetin ICg, = 0.2
mM.

glycerol (25) and a prenylated caffeate (27) also appeared as
good glycation inhibitors.

There is nowadays a growing interest in compounds
exhibiting antiglycation combined with antioxidant properties.
However, if a fair anti-AGEs activity is expected from any AO
compound (Figure 1), the measured effect may be deceptive, at
least because glycation spontaneously occurs so that AO must
exhibit long lifetimes. Indeed, whereas coincubation of
methylglyoxal (MGO) and reduced glutathione or Trolox
totally prevents ROS production, it only partially prevents the
MGO-induced decrease of brain cell viability.”” A contrario, an
AO synthetic compound such as aminosalicylic acid proved in
vitro more effective than aminoguanidine in reducing the
antiproliferative effects of both high glucose and BSA-issued
AGEs.”® One may then turn to natural AO, especially in the
search for compounds exhibiting low toxicities. As a food
ingredient used from ancient times with very high AO activity,
it was therefore of great interest to evaluate the antiglycation
potential of our propolis batch. Our study actually demon-
strates that a mother tincture of propolis such as E3 represents
a very good candidate for further food development.

Bioactive compound may also act by blocking the interaction
between AGEs and their specific receptors (i.e,, RAGEs). As far
as neurodegeneration is concerned, it was recently demon-
strated that inhibiting the upregulation of RAGEs transcripts,
pinocembrin (22), a major component in E2—E6 extracts, truly
improved cognitive function, preserved the ultrastructural
neuropil, and decreased the neurodegeneration of the cerebral
cortex in amyloid-f-peptide-treated mice.”® All in all, a poplar
type propolis like this French batch have therefore great
potential to be used as food additive to prevent glycoxidation.

B ASSOCIATED CONTENT
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UV/MS data and the anti-AGEs guided fractionation of ES.
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Table SI-1. Composition of the propolis batch with UV/MS data for 40 identified constituents

Adduct and/or

Picn°® Compound tr (min) UV Aya (NnmM) [M-H] / [M+H]" fragmentation *

1 3,4-Dihydroxybenzaldehyde 6.7 280,312 137/ 139 102 b

2 Caffeic acid 7.4 299, 325 179/ - 163 [M +H-H 0] ab
3 4-Hydroxybenzaldehyde 9.2 284 121/ - b,c
4 Vanilline 9.7 281, 311 -/ 153 ab,c.e
5 4-Hydroxyacetophenone 10.2 278 135/ 137 102 c

6 p-Coumaric acid 10.8 310 163/ - 147 [M+H-H,0] ab
7 Ferulic acid 11.4 298, 323 193/ - 177 [M+H-H0] ab
8 Isoferulic acid 12.5 298, 323 193/ - 177 [M+H-H0] ab,c
9 Benzoic acid 19.3 230, 274 121/ 123 102 ab.c
10 3,4-Dimethoxycinnamic acid 20.2 298, 323 207/ - 191 [M+H-H,0], 163 ab,c
11 Pinobanksin-5-methyl ether 29.1 288 285/ - 309 [M+Na] b,c
12 Cinnamic acid 30.3 277 147/ - 131 [M+H-H0] ab,c
13 4-Methoxycinnamic acid 30.3 308 177/ - 161 [M+H-H,0] b

14 Pinobanksin 32.4 291, 330sh 271/ 273 295 [M+Na] b,c
15 Naringenin 32.4 289, 330sh 271/ 273 ab,c
16 1,3-Dicoumaroylglycerol 38.5 298, 314 383/ - c

17 Kaempferol 39.0 266, 364 285/ - b

18 Apigenin 40.5 268, 337 269/ - b

19 Cinnamylidene acetic acid 46.8 311 173/ 175 157 [M+H-H,0] b

20 Rhamnetin 51.0 256,372 315/ 317 302 [M +H-CH3] b

21 Pinocembrin-5-methyl ether 52.9 288, 330sh 269/ - 293 [M+Na] c

22 Pinocembrin 54.7 288, 328sh 255/ 257 b,c
23 Isopent-3-enyl caffeate 55.8 299, 329 247/ - 271 [M+Na] b,c
24 Benzyl caffeate 56.5 299, 329 269/ - b,c
25 2-Acetyl-1,3-dicoumaroylglycerol 56.5 316 425/ - b,c
26 Pinobanksin-3-acetate 57.7 293, 330sh 313/ - 337 [M+Na] b,c
27 Prenyl caffeate 58.2 299, 329 247/ - 271 [M+Na] ab,c
28 Chrysin 59.9 268, 314sh 253/ 255 277 [M+Na] ab,c
29 Phenylethyl caffeate (CAPE) 62.7 299, 329 283/ - ab,c
30 Galangin 64.1 265, 312sh, 358 269/ - b

31 Benzyl p-coumarate 65.8 314 253/ - b,c
32 Cinnamyl caffeate 67.6 298, 329 295/ - b,c
33 Pinostrobin 70.7 290, 328sh -/ 271 293 [M+Na] b,c
34 Cinnamyl isoferulate 71.2 293, 326 309/ - 333 [M+Na] b,c,e
35 Cinnamyl p-coumarate 71.2 311 279/ - b,c
36 Tectochrysin 71.9 271,311sh -/ 269 291 [M+Na] b,c
37 Alpinone-3-acetate 73.9 293, 330sh -/ 329 b,c
38 Benzyl cinnamate 76.3 281 - /- 261 [M+Na] b,c
39 Cinnamyl cinnamate 76.5 258, 275 -/ - 287 [M+Na] b,c
40 Cinnamyl cinnamylidene acetate 77.8 313 - /- 313 [M+Na] c

* Jdentification of constituents confirmed, in addition to UV and MS data, with a: standard, b:
references, ¢: 1D NMR (‘H and/or °C), d: 2D NMR (COSY, HMQC, HMBC), e: 2D NMR
(NOESY)
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SUMMARY

Propolis is a resinous natural substance collected by honeybees from buds and exudates of
various trees and plants; it is widely accepted that the composition of propolis depends on the
phytogeographic characteristics of the site of collection. In this study we have analyzed the
chemical composition of a propolis collected in Quintana Roo, Mexico, and evaluated its
antioxidant, antifungal and antibacterial activities. Unexpectedly, the chemical analysis
showed that the main components of the ethanolic extract of a Mexican propolis appeared to
be pentacyclic triterpenoids, such as a and B-amyrin derivatives, and sterols. The crude extract
did not show antioxidant activity when tested using the DPPH-reduction assay, and it also
proved inactive when tested for antifungal and antibacterial activities using microdilution and
agar diffusion assays, respectively. The fact that the presence of both o and B-amyrins and
their derivatives have been reported from the resin of Bursera simaruba, one of the plants
used by the bees for propolis production in Quintana Roo, Mexico, confirms the relationship
that exists between the flora available to bees in a given region and the chemical composition
of the propolis that they produce.

RESUMEN

El propdleo es un producto natural resinoso colectado por abejas a partir de brotes y exudados
de diferentes plantas y arboles; es ampliamente aceptado que la composicién del propdleo
depende de las caracteristicas fitogeograficas del sitio de colecta. En este estudio analizamos
la composicion quimica de un propdleo colectado en Quintana Roo, México, y evaluamos sus
actividades antioxidante, antifingica y antibacteriana. Inesperadamente, el andlisis quimico
mostr6 que los principales componentes del extracto etandlico del propdleo mexicano
parecian ser triterpenoides pentaciclicos, tales como derivados de a y B-amyrina y esteroles.
El extracto crudo no mostré actividad antioxidante al ser evaluado en el ensayo de reduccién
de DPPH, y también se mostré inactivo al ser evaluado en cuanto a su actividad antifingica y
antibacteriana utilizando los ensayos de microdilucién y de difusién en agar, respectivamente.
El hecho de que la presencia de o y B-amyrina y sus derivados ya se ha reportado en la resina
de Bursera simaruba, una de las plantas utilizadas por las abejas para su produccion de
propdleo en Quintana Roo, México, confirma la relacion que existe entre la flora disponible
para las abejas en una regién en particular y la composiciéon quimica del propdleo que
producen.

Keywords: Mexican propolis, pentacyclic triterpenes, amyrins, sterols, Bursera simaruba

Short title: Chemical composition of a Mexican propolis
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INTRODUCTION

Propolis is a resinous natural substance collected by honeybees from buds and exudates of
various trees and plants, mixed with beeswax and salivary enzymes. Bees generally use
propolis to seal and smooth out the internal walls of the hive, as well as a protective barrier
against fungal and bacterial infections. Propolis has been used in folk medicine since ancient
times due to its pharmacological potential associated with antioxidant (Cottica et al. 2011;
Giilcin et al. 2010; Miguel et al. 2010), antifungal (Ota et al. 2001; Sawaya et al. 2002),
antibacterial (Kujumgiev et al. 1999; Popova et al. 2005; Raghukumar et al. 2010) and anti-
inflammatory (Castaldo and Capasso, 2002) properties.

Propolis is generally composed of 50% resin and balm (including polyphenolic compounds),
30% wax and fatty acids, 10% essential oils, 5% pollen and 5% various organic and inorganic
compounds. Presently it is widely accepted that the composition of propolis depends on the
phytogeographic characteristics of the site of collection (Marcucci, 1995; Sforcin and
Bankova, 2011) and a number of attempts have been made to define propolis types taking into
account geographic origin, chemical composition, and plant source (Park er al. 2002; Salatino
et al. 2005; Sforcin and Bankova, 2011; Trusheva et al. 2006); recently, five propolis types
have been defined according to their chemogeographic patterns (Salatino et al. 2011). It is
also generally accepted that propolis from temperate climatic zones, like Europe, North
America and non-tropical regions of Asia, originate mainly from the bud exudates of Populus
species and are rich in flavonoids, phenolic acids and their esters (Bankova et al. 2000), while
propolis from tropical regions, where no poplars and birches exist, are rich in prenylated
derivatives of p-coumaric acid and benzophenons (Bankova, 2005a; Kumazawa et al. 2004;
Sforcin and Bankova, 2011); other examples include lignan-containing propolis from Chile,
Spain and Kenya, and a propolis from Myanmar containing cycloartanes and prenylated
flavanones (Salatino et al. 2011).

Mexico is considered as one of the three most important honey exporters in the world, with
around 40% of its production located in and around the Yucatan peninsula (Pino et al. 2006).
However, in spite of its potential importance, studies on the chemical composition and
biological activity of Mexican propolis are limited. A chemical investigation of a red propolis
sample collected in Campeche, in the southeast region of Mexico, reported the presence of
flavanones, isoflavans and pterocarpans, suggesting a possible relationship between the
chemical composition of the Mexican red propolis and plants of the Dalbergia genus (Lotti et
al. 2010). Other investigations report the antimicrobial activity against gram negative bacteria
of several propolis samples collected in Campeche, Mexico (Tolosa and Canizares, 2002), the
correlation between antimicrobial activity and composition of propolis and plants collected in
central Mexico (Londono Orozco et al. 2010), and the identification by GC-MS of over 100
volatile constituents from two propolis samples collected in Yucatan, Mexico (Pino et al.
2006). Finally, a study on the chemical composition and biological activity of three propolis
samples collected in different arid and semiarid regions of Sonora, Mexico showed cinnamic
and phenylpropanoic acid derivatives and flavonoids as the main components, and
antibacterial, free-radical scavenging, and cytotoxic activities (Li et al. 2010; Velazquez et al.
2007). We wish to report herein on the evaluation of the antioxidant, antifungal and
antibacterial activities of a tropical propolis sample from Quintana Roo, a state in the Yucatan
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peninsula of Mexico, and the unexpected identification of pentacyclic triterpenoids and sterols
as the only components present in its ethanolic extract.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), Folin-Ciocalteu reagent, formic acid, and
gallic acid, all analytical grade, were purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier,
France). 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox®) and 5'-
caffeoylquinic acid (chlorogenic acid) were obtained from Acros Organics (Geel, Belgium).

Propolis sample. The propolis sample (224 g), collected from apiaries located in the area of
Macario Gémez in Solidaridad, Quintana Roo, Mexico, was obtained from the Dzidzilche
honey-distributing store of the "Productores y Realizadores de Miel Maya" cooperative.

Extractions. Propolis was first pulverized in the presence of liquid nitrogen into a
homogenous powder. A 1 g portion of propolis powder was extracted three times with ethanol
(20 mL) at room temperature for 2 h; the combined filtrates were maintained at -18°C
overnight, filtered to remove waxes, and evaporated under reduced pressure to dryness to give
the ethanolic extract (Ela). A second 1 g portion of propolis was successively extracted with
cyclohexane (E2, 3x20 mL, 2h), DCM (E3, 3x10 mL, 2h), EtOAc (E4, 3x10 mL, 2h), and
MeOH (ES, 3x10mL, 2h) to produce the corresponding low, medium low, medium high, and
high polarity extracts.

Determination of total polyphenol content. Total polyphenol content was determined
according to the Folin-Ciocalteu colorimetric method (Rebiai et al. 2011); 20 uL of extract
solution (2.5 mg/mL) in MeOH were mixed with 280 uL of distilled water and 100 uL of
Folin-Ciocalteu’s phenol reagent. After 3 min, 1200 pL of distilled water and 400 uL of 20%
aqueous sodium carbonate solution were added and 200 uL of each solution were put into a
96-well microtiter plate. A blank was prepared in the same way by using MeOH instead of the
extract solution. The absorbance was measured on a Tecan Infinite M200 microplate
spectrophotometer, at 760 nm after 30 min in the dark, at room temperature. Gallic acid was
used to calculate the calibration curve (0.4-1.2 mg/mL; y = 0.5800x; = 0.9941) and the total
polyphenol content was expressed as milligram of Gallic Acid Equivalent per gram of extract
(mg GAE/g). The determination was performed in triplicate.

HPLC-DAD procedure. 10 mg of extracts were dissolved in 1 mL of MeOH and centrifuged
at 13000 rpm for 10 min prior to injection (10 uL). HPLC analyses were run on a 2695
Waters® separation module equipped with a diode array detector 2996 Waters®. Separations
were carried out on a Lichrospher® column 100 RP-18 (125x4 mm i.d., 5 um) protected with
a Lichrocart® 4-4 guard cartridge (4x4 mm i.d.), using a flow rate of 1 mL/min. The mobile
phase consisted of 0.1% formic acid in water (solvent A) and methanol (solvent B) and the
separation was performed by the following linear gradient: 25-100% B (0-40 min), 100% B
(40-45 min). UV detection was achieved at three wavelengths: 254, 280 and 350 nm.
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Analytical TLC. Analytical TLC was performed on TLC Alugram Xtra SIL G/UV;s4, using a
mixture of cyclohexane:AcOEt 85:15 as eluant. Spots in the chromatogram were visualized
by spraying with vanillin-sulfuric acid reagent (2 mL of concentrated sulfuric acid in 98 mL
of a 1:99 w/v vanillin: 95% ethanol solution) and heating the chromatograms at 110°C for five
minutes.

Fractionation by Flash Chromatography. 18 g of propolis powder were macerated in
ethanol (6 x 200 mL, 2 h) to give, after solvent evaporation, 4.2 g of crude extract E1b. E1b
was totally dissolved in the minimum volume of DCM and the solution was mixed with 8.4 g
of silica gel. The solvent was allowed to evaporate until a fine dry powder was obtained. The
fractionation was performed by using a CombiFlash Teledyne ISCO apparatus with a silica
gel column (Redisep silica 80g), with a gradient elution of 100% cyclohexane to 100%
EtOAc, and a flow rate of 35 mL/min. 200 tubes of 20 mL were collected and combined into
10 fractions on the basis of their TLC chromatographic profiles (cyclohexane: EtOAc 85:15).

'"H and ®C NMR analyses. NMR spectra were recorded in CDCI; using a Bruker Avance
spectrometer at 500 MHz for 'H and 125 MHz for "°C.

GC-MS procedure. The GC-MS analysis was performed on non-derivatized samples using
an Agilent Technologies Gas Chromatograph 6890N connected to an Agilent Technologies
5975B mass detector system with an ionization voltage of 70eV. Separations were carried out
using a 30 m long, 0.32 mm id, 0.5 mm film ultra 1 100% dimethylpolyxiloxane column. The
temperature was programmed as follows: 180°C (3 min), 180-280°C at the rate of 10°C/min
and 280°C (30 min). Helium was used as a carrier gas at a flow rate 1.5 mL/min. Injector and
detector temperatures were set at 250 and 280°C, respectively. Metabolites were identified by
comparing their retention times and/or their fragmentation patterns with those of authentic
samples and/or those contained in the fragmentation pattern library of the equipment (NIST
Library in Chem Station G1701DA).

Evaluation of antioxidant activity using the DPPH assay. The assay was carried following
a modified procedure on a reported methodology (Abdel-Lateff et al. 2002). Sample and
standards were diluted in absolute ethanol at 0.02 mg/mL from stock solutions prepared at 1
mg/mL in DMSO; 100 pL aliquots of these solutions were placed in 96-well plates and the
reaction was initiated by adding 25 pL of freshly prepared DPPH solution (ImM) and 75 pL
of absolute ethanol using the microplate reader’s injector (Infinite® 200, Tecan, France) to
obtain a final volume of 200 uL per well. After 30 minutes in the dark and at room
temperature, the absorbance was determined at 517 nm. Ethanol was used as a blank, whereas
10, 25, 50, and 75 pM solutions of Trolox (hydrophilic a-tocopherol analog) were used as
calibration solutions. A sample of 0.02 mg/mL chlorogenic acid was used as a quality control.
The evaluation was carried out in triplicate. The DPPH-scavenging activity was compared
with that of Trolox using the calibration curve. Result was expressed in terms of Trolox
equivalents (micromoles of Trolox equivalents per gram of extract).
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Evaluation of the antifungal activity. Antifungal activity was assayed on human pathogenic
fungi, including a yeast (Candida albicans ATCC 66396) and an opportunistic mould
(Aspergillus fumigatus CBS 11326). The strains were obtained from the parasitology and
mycology laboratory, University Hospital Center, Angers, France. Both microorganisms were
cultivated at 37 °C on yeast extract—peptone—dextrose agar (YPDA) containing 0.5 g/L
chloramphenicol for two (C. albicans) or three (A. fumigatus) days. Tests were performed
according to a procedure described by Alomar et al. (Alomar et al. 2012) following the
guidelines of the approved reference method of the National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) for yeasts (NCCLS, 1997) and filamentous fungi (NCCLS,
2002). Briefly, the yeast suspensions were prepared in RPMI-1640 culture medium and
adjusted spectrophotometrically at 630 nm to reach a final concentration of ca. 0.5%10° to
2.5x10° cells/mL. The tests were performed using sterile 96 flat shaped well microtiter plates.
Serial two-fold sample dilutions were made in DMSO. Sample solutions (Ela and fractions A,
B and C) were dispensed at a volume of 5 pL in triplicate into the wells to obtain final
concentrations from 250 to 1.95 pg/mL. After 48 h at 37°C for C. albicans, and 72 h for A.
fumigatus, the spectrophotometric MIC endpoint was calculated from the turbidimetric data as
the lowest sample concentration causing a growth inhibition equal to or greater than 80% of
the control (MICg). Amphotericin B was used as a positive control.

Evaluation of antibacterial activity. Antibacterial activity was evaluated on 21 bacterial
strains obtained from the laboratory of bacteriology, University Hospital Center, Angers,
France: seven strains of Acinetobacter baumannii (RCH, SANO00S, 12, AYE, CIP7034,
CIP107292, CIP5377), five of Staphylococcus aureus (ATCC25923, two methicillin-sensitive
clinical isolates, two methicillin-resistant clinical isolates), two of Escherichia coli
(ATCC25922 and a clinical isolate), three of Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853 and two
clinical isolates), and one clinical isolate each of Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella oxytoca, and Salmonella enteritidis (phage type 4). Tests were
performed using the methodology described in the guidelines of the Comité de
I'Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM, www.sfm.asso.fr).
Briefly, a stock solution of each sample was prepared at 20 mg/mL in DMSO under sterile
conditions. Serial dilutions were prepared (sample concentrations: 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80
and 100 pg/mL) and 100 pL of each dilution were added to 19.9 mL Mueller Hinton agar
(Merck Germany) and transferred to Petri plates. Bacterial strains (2 x 104) were suspended in
sterile NaCl aqueous solution (0.15M) and inoculated on the different Petri plates using the
multipoint inoculator (AQS, England). After 24h of incubation at 37°C, the minimum
inhibitory concentration (MIC;op pg/mL) of each sample against each bacterial strain was
determined.

RESULTS

The propolis EtOH extract (Ela) did not show a significant polyphenol content (18.2 + 2.9
mg GAE/g); this unexpected finding was confirmed by the lack of phenolic components in the
HPLC profile of Ela and by its lack of antioxidant activity when tested in the DPPH radical
reduction assay.

408



The sequential gradient extraction of the propolis sample using cyclohexane (E2), DCM (E3),
EtOAc (E4), and MeOH (ES) showed that the majority of the components were extracted into
the most abundant (> 60%) low-polarity cyclohexane fraction (E2, Table 1), which exhibited
a TLC profile very similar to that of Ela. None of the remaining fractions was obtained in
more than 5% yield and none showed the presence of significantly important components by
TLC. These results implied that the studied propolis was predominantly composed of non
polar components in addition to beeswax. Since beeswax could be removed by cold filtration
in EtOH, Ela was chosen to carry out the chemical characterization of the propolis.

Flash chromatography purification of E1b yielded three major fractions (A, B and C; Fig. 1),
which accounted for more than 70% of the total crude extract (Table 2). '"H NMR analyses of
Ela and fractions A, B and C showed predominantly signals in the range of 0.8-3.0 ppm, with
a few between 4.0-5.5 ppm, while the majority of the signals in the corresponding BC NMR
spectra were located between 15 and 60 ppm, in addition to a few in the range of 110-150
ppm, that matches to triterpenes profiles. The GC/MS analysis of the most abundant fraction
A, which showed a major low-polarity component by TLC (R; = 0.70), allowed its
identification as a mixture of o and B-amyrenone (I and II, respectively; structures of
metabolites I-VIII are shown in Fig. 2), containing a small amount of a-amyrin acetate (III).
The TLC analysis of fraction B showed the presence of a single component (Ry = 0.33) that
proved to be inseparable under TLC conditions using a number of solvent systems; GC/MS
analysis of B allowed the identification of the main component as a mixture of a-amyrin (IV,
major) and B-amyrin (V, minor). Finally, the GC/MS analysis of the least-abundant fraction
C, which showed a major high-polarity component in its TLC profile (Ry = 0.18), allowed its
identification as a mixture of sterols, with fucosterol (VI) being the major component, and a
mixture of B/y-sitosterol (VII/VIII) being the minor one.

Evaluation of the antimicrobial activities of E1b and fractions A, B and C showed that they
did not exhibit neither antifungal nor antibacterial activities when tested towards two fungal
species (MICgp > 250 ug/mL) and 21 bacterial strains (MIC;op > 100 pg/mL), respectively.

DISCUSSION

The results obtained in this investigation were unexpected since, to date, there are only a
limited number of reports about triterpenoids occurring as major components in propolis (de
Castro Ishida er al. 2011; Kalogeropoulos et al., 2009; Melliou et al., 2007; Furukawa et al.
2002; Ito et al. 2001; Velikova et al., 2000) and none of the propolis types that have been
chemically described until now list triterpenes as their major components (Salatino et al.
2011; Sforcin and Bankova, 2011). Additionally, our results are not in agreement with reports
stating that triterpenoids are rarely reported as propolis constituents because most chemical
analyses of propolis samples are carried out with alcoholic extracts (Negri ef al. 2003), or that
triterpenoids are only occasionally collected by bees along with other classes of secondary
metabolites such as phenolics (Negri et al. 2000).

The two plants used by the bees for their production of propolis in the region of Quintana Roo
where the material was collected are commonly known with the Mayan names of “chakah”
[Bursera simaruba (L.) Sarg.] and “tsalam” [Lysiloma latisiliguum (L.) Benth.] (Luis Ignacio
Hernandez-Chévez, personal communication), and both species are found as part of the flora
of what is known as a mature medium-statured semideciduous forest (selva mediana)
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(Schultz, 2009). While no phytochemical knowledge exists about L. latisiliguum, the bark and
resin of B. simaruba have been reported to contain lignans and other phenolic metabolites
(Maldini et al., 2009; Peraza-Sénchez and Pefna-Rodriguez, 1992), with the resin also reported
to contain pentacyclic triterpenes such as the ubiquitous a-amyrin (IV) and B-amyrin (V)
(Peraza-Sanchez et al. 1995). Although no lignans could be detected in the analyzed samples,
these findings could confirm the reported relationship that exists between the flora available
to bees in a given region and the chemical composition of the propolis that they produce
(Adelmann et al. 2007; Bankova, 2005a; de Castro Ishida et al. 2011; Daugsch et al. 2008;
Salatino et al. 2011; Sforcin and Bankova, 2011) and the fact that in tropical regions, the
chemical composition of the propolis can be highly variable because of the richness and
versatility of the local flora (Trusheva et al. 2004).

Finally, it is well known that propolis is mainly used by bees as a defense material against
parasites (Salatino et al. 2011) and to prevent bacterial and fungal infections and that often,
while the biological activity of different propolis samples is similar, the secondary metabolites
responsible for the activity can be different (Bankova, 2005b; Trusheva et al. 2006). Although
Ela did not show significant antioxidant or antimicrobial activity, pentacyclic triterpenoids
which include oa-amyrin (IV) and B-amyrin (V) and their various derivatives have been
reported as antibacterials, antifungals and with cytotoxic activity (Choi et al. 2012; Chung et
al. 2013; Cota et al. 2011; Irshad et al. 2013; Sharma et al. 2010); the lack of activity of both
the propolis extract Ela and the purified fractions A-C in the assays for antioxidant and
antimicrobial activity, suggests that the chemical composition of the propolis collected in
Quintana Roo is of particular importance in the ecological interaction between the bees and
the parasites and microorganisms that occur specifically in that region. Therefore additional
research works will be needed to establish the mode of protective action of this Mexican
propolis.

ABBREVIATIONS USED

ATCC American Type Culture Collection; CBS Central Bureau voor Schimmelcultures;
CDCl; Deuterated chloroform; DCM Dichloromethane; DMSO Dimethylsulfoxide; DPPH
Diphenylpicrylhydrazyl; EtOAc Ethyl Acetate; GC/MS Gas Chromatography coupled with
Mass Spectrometry; HPLC/DAD High Performance Liquid Chromatography coupled with
Diode Array Detector; MIC Minimum Inhibitory Concentration; NCCLS National
Committee for Clinical Laboratory Standards; NMR Nuclear Magnetic Resonance; RPMI
Roswell Park Memorial Institute; TLC Thin Layer Chromatography; UV Ultraviolet; YPDA
Yeast Peptone Dextrose Agar.

ACKNOWLEDGEMENTS

We thank Dr Marie Kempf and Viviane Cassisa of the GEIHP (EA 3142/SFR 4208,
University of Angers) for the microbiological assays. This work was supported by a research
fellowship granted to LMPR by the “Region des Pays de Loire” (France).

SUPPORTING INFORMATION
HPLC profile of EtOH extract (Ela) and GC-MS data of E1b and fractions A-C are available
in Supporting Information.

410



REFERENCES

ABDEL-LATEFF, A; KONIG, G M; FISCH, K M; HOLLER, U; JONES, P G; WRIGHT, A D
(2002) New antioxidant hydroquinone derivatives from the algicolous marine fungus Acremonium sp.
Journal of Natural Product,s 65(11): 1605-1611. http://dx.doi.org/10.1021/np020128p

ADELMANN, J; PASSOS, M; BREYER, D H; DOS SANTOS, M H R; LENZ, C; LEITE N F;
LANCAS, F M; FONTANA, J D (2007) Exotic flora dependence of an unusual Brazilian propolis: the

pinocembrin biomarker by capillary techniques. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis,
43(1): 174-178. http://dx.doi.org/10.1016/.jpba.2006.07.014

ALOMAR, K; GAUMET, V; ALLAIN, M; BOUET, G; LANDREAU A (2012) Synthesis, crystal
structure, characterisation, and antifungal activity of 3-thiophene aldehyde semicarbazone (3STCH),
2,3-thiophene dicarboxaldehyde bis(semicarbazone) (2,3BSTCH2) and their nickel (II) complexes.
Journal of Inorganic Biochemistry, 115: 36—43. http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2012.04.022

BANKOVA, V (2005a) Chemical diversity of propolis and the problem of standardization. Journal of
Ethnopharmacology, 100(1-2): 114-117. http://dx.doi.org/10.1016/].jep.2005.05.004

BANKOVA, V (2005b) Recent trends and important developments in propolis research. Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine, 2(1): 29-32. http://dx.doi.org/10.1093/ecam/neh059

BANKOVA, V; DE CASTRO, S L; MARCUCCI, M C (2000) Propolis: recent advances in chemistry
and plant origin. Apidologie, 31: 3—15. http://dx.doi.org/10.1051/apido:2000102

CASTALDO, S; CAPASSO, F (2002) Propolis, an old remedy used in modern medicine. Fitoterapia,
73 (suppl 1): S1-S6. http://dx.doi.org/10.1016/S0367-326X(02)00185-5

CASTRO ISHIDA (DE), V F; NEGRI, G; SALATINO, A; BANDEIRA, M F CL (2011) A new type
of Brazilian propolis: Prenylated benzophenones in propolis from Amazon and effects against
cariogenic bacteria. Food Chemistry, 125(3): 966-972.
http://dx.doi.org/10.1016/i.foodchem.2010.09.089

CHOI, J W; CHO, E J; LEE, D G; CHOI, K; KU, J; PARK, K-W; LEE, S (2012) Antibacterial
Activity of Triterpenoids from Clerodendron trichotomum. Journal of Applied Biological Chemistry,
55(3): 169-172. http://dx.doi.org/10.3839/jabc.2012.026

CHUNG, P Y; CHUNG, L Y; NAVARATNAM, P (2013) Transcriptional profiles of the response of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus to pentacyclic triterpenoids. PLoS One 8(2): e56687.
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0056687

COTA, B B; JOHANN, S; OLIVEIRA, D M; SIQUEIRA, E P; SOUZA-FAGUNDES, E M;
CISALPINO, P S; ALVES T M A; ZANI, C L (2011) Biological potential of Stillingia oppositifolia.
Revista  Brasileira de  Farmacognosia, 21(1): 70-77. http://dx.doi.org/10.1590/S0102-
695X2011005000016

COTTICA, S M; SAWAYA, A C H F; EBERLIN, M N; FRANCO, S L;, ZEOULA, L M;
VISENTAINER, J V (2011) Antioxidant activity and composition of propolis obtained by different

411



methods  of extraction. Journal of Brazilian Chemical Society, 22(5): 929-935.
http://dx.doi.org/10.1590/S0103-50532011000500016

DAUGSCH, A; MORAES, C S; FORT, P; PARK, Y K (2008) Brazilian Red Propolis-Chemical
Composition and Botanical Origin. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 5(4):
435-441. http://dx.doi.org/10.1093/ecam/nem057

FURUKAWA, S; TAKAGI, N; IKEDA, T; ONO, M; NAFADY, A M; NOHARA, T; SUGIMOTO,
H; DOI, S; YAMADA, H (2002) Two novel long-chain alkanoic acid esters of lupeol from alecrim-
propolis. Chemical & pharmaceutical bulletin, 50Q3): 439-440.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11911218

GULCIN, I; BURSAL, E; SEHITOGLU, M H; BILSEL, M; GOREN, A C (2010) Polyphenol
contents and antioxidant activity of lyophilized aqueous extract of propolis from Erzurum, Turkey.
Food and Chemical Toxicology, 48(8-9): 2227-2238. http://dx.doi.org/10.1016/].fct.2010.05.053

IRSHAD, M; AHMAD, A; ZAFARYAB, M; AHMAD, F; MANZOOR, N; SINGH, M; RIZVI, M M
A (2013) Composition of Cassia fistula oil and its antifungal activity by disrupting ergosterol
biosynthesis. Natural product communications, 8(2): 261-264.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23513744

ITO, J; CHANG, F-R; WANG, H-K; PARK Y K; IKEGAKI, M; KILGORE, N; LEE K-H (2001)
Anti-AIDS Agents. 48.1 Anti-HIV Activity of Moronic Acid Derivatives and the New Melliferone-
Related Triterpenoid Isolated from Brazilian Propolis. Journal of Natural Products, 64(10): 1278-
1281. http://dx.doi.org/10.1021/np010211x

KALOGEROPOULOS, N; KONTELES, S J; TROULLIDOU E; MOURTZINOS, I
KARATHANOS, V T (2009) Chemical composition, antioxidant activity and antimicrobial properties
of propolis extracts from Greece and Cyprus. Food Chemistry, 116(2): 452-461.
http://dx.doi.org/10.1016/i.foodchem.2009.02.060

KUJUMGIEV, A; TSVETKOVA, I; SERKEDIJIEVA, Y; BANKOVA, V; CHRISTOV, R; POPOV, S
(1999) Antibacterial, antifungal and antiviral activity of propolis of different geographic origin.
Journal of Ethnopharmacology, 64(3): 235-240. http://dx.doi.org/10.1016/S0378-8741(98)00131-7

KUMAZAWA, S; HAMASAKA, T; NAKAYAMA, T (2004) Antioxidant activity of propolis of
various geographic origins. Food Chemistry, 84(3): 329-339. http://dx.doi.org/10.1016/S0308-
8146(03)00216-4

LI, F;, AWALE, S; TEZUKA, Y; ESUMI, H; KADOTA, S (2010) Study on the constituents of
Mexican propolis and their cytotoxic activity against PANC-1 human pancreatic cancer cells. Journal
of Natural Products, 73(4): 623-627. http://dx.doi.org/10.1021/np900772m

LONDONO OROZCO, A; AVILA ACEVEDO, J G; CANALES MARTINEZ, M M; HERNANDEZ
DELGADO, C T; SERRANO, P R; FLORES ORTIZ, C M; DIAZ, A D; PENIERES CARRILLO, J
G; GARCIA TOVAR, C G; CRUZ SANCHEZ, T A (2010) Antibacterial Comparative Study Between
Extracts of Mexican Propolis and of Three Plants Which Use Apis mellifera for its Production.

412



Journal of Animal and Veterinary Advances, 9(8): 1250-1254.
http://dx.doi.org/10.3923/javaa.2010.1250.1254

LOTTI, C; CAMPO FERNANDEZ, M; PICCINELLI, A L; CUESTA-RUBIO, O; MARQUEZ
HERNANDEZ, I; RASTRELLI, L (2010) Chemical Constituents of Red Mexican Propolis. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 58(4): 2209-2213. http://dx.doi.org/10.1021/jf100070w

MARCUCCI, M C (1995) Propolis: chemical composition, biological properties and therapeutic
activity. Apidologie, 26(2): 83-99. http://dx.doi.org/10.1051/apido:19950202

MALDINI, M; MONTORO P; PIACENTE, S; PIZZA C (2009) Phenolic compounds from Bursera
simaruba Sarg. bark: Phytochemical investigation and quantitative analysis by tandem mass
spectrometry. Phytochemistry, 70: 641-649. http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2009.02.009

MELIOU, E; STRATIS, E; CHINOU, I (2007) Volatile constituents of propolis from various regions
of Greece — Antimicrobial activity. Food Chemistry, 103(2): 375-380. http://dx.doi.org/
10.1016/j.foodchem.2006.07.033

MIGUEL, M G; NUNES, S; DANDLEN, S A; CAVACO, A M; ANTUNES, M D (2010) Phenols
and antioxidant activity of hydro-alcoholic extracts of propolis from Algarve, South of Portugal. Food
and Chemical Toxicology, 48(12): 3418-3423. http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2010.09.014

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS (1997), Reference
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts, Approved standard M27-A,
Villanova, PA. .

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS (2002), Reference
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi, Approved
standard, NCCLS Document M38-A., Clinical and Laboratory Standards Institute, Villanova, PA. .

NEGRI, G; MARCUCCI, MC; SALATINO, A; SALATINO, M L F (2000) Comb and propolis waxes
from Brazil: Triterpenoids in propolis waxes - International Bee Research Association. Journal of
Apicultural Research, 39(1-2): 86—88. http://www.ibra.org.uk/articles/20091216 12

NEGRI, G; SALATINO, M L F; SALATINO, A (2003) Unusual chemical composition of a sample of
Brazilian propolis, as assessed by analysis of a chloroform extract - International Bee Research
Association. Journal of Apicultural Research, 42(4): 53-56.
http://www.ibra.org.uk/articles/20080613 23

OTA, C; UNTERKIRCHER, C; FANTINATO, V; SHIMIZU, M T (2001) Antifungal activity of
propolis on different species of Candida. Moycoses, 44(9-10): 375-378.
http://dx.doi.org/10.1046/).1439-0507.2001.00671.x

PARK, Y K; ALENCAR, S M; AGUIAR, C L (2002) Botanical origin and chemical composition of
Brazilian propolis. Journal of agricultural and food chemistry, 50(9): 2502-2506.
http://dx.doi.org/10.1021/jf011432b

PERAZA-SANCHEZ, S R; PENA-RODRIGUEZ, L M (1992) Isolation of Picropolygamain from the
Resin of Bursera simaruba. Journal of Natural Products, 55(12): 1768-1771.
http://dx.doi.org/10.1021/np50090a009

413



PERAZA-SANCHEZ, S R; SALAZAR-AGUILAR, N E; PENA-RODRIGUEZ, L M (1995) A New
Triterpene from the Resin of Bursera simaruba. Journal of Natural Products, 58(2): 271-274.
http://dx.doi.org/10.1021/np50116a019

PINO, J A; MARBOT, R; DELGADO, A; ZUMARRAGA, C; SAURL E (2006) Volatile Constituents
of Propolis from Honey Bees and Stingless Bees from Yucatin. Journal of Essential Oil Research,
18(1): 53-56. http://dx.doi.org/10.1080/10412905.2006.9699384

POPOVA, M; SILICIL S; KAFTANOGLU, O; BANKOVA, V (2005) Antibacterial activity of Turkish
propolis and its qualitative and quantitative chemical composition. Phytomedicine, 12(3): 221-228.
http://dx.doi.org/10.1016/j.phymed.2003.09.007

RAGHUKUMAR, R; VALI L; WATSON, D; FEARNLEY, J; SEIDEL, V (2010) Antimethicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) activity of ‘pacific propolis’ and isolated prenylflavanones.
Phytotherapy Research, 24(8): 1181-1187. http://dx.doi.org/10.1002/ptr.3096

REBIAIL A; LANEZ, T; BELFAR, M L (2011) In vitro evaluation of antioxidant capacity of Algerian
propolis by spectrophotometrical and electrochemical assays. International Journal of Pharmacology,
7(1): 113-118. http://dx.doi.org/10.3923/ijp.2011.113.118

SALATINO, A; FERNANDES-SILVA, C C; RIGHI, A A; SALATINO, M L F (2011) Propolis
research and the chemistry of plant products. Natural Product Reports, 28(5): 925-936.
http://dx.doi.org/10.1039/CONP0O0072H

SALATINO, A; TEIXEIRA, E W; NEGRI, G; MESSAGE, D (2005) Origin and Chemical Variation
of Brazilian Propolis. Evidence-based Complementary and Alternative Medicine, 2(1): 33-38.
http://dx.doi.org/10.1093/ecam/neh060

SAWAYA, A C HF; PALMA, A M; CAETANO, F M; MARCUCCI, M C; DA SILVA CUNHA, I
B; ARAUIJO, C E P; SHIMIZU, M T (2002) Comparative study of in vitro methods used to analyze
the activity of propolis extracts with different compositions against species of Candida. Letters in
Applied Microbiology, 35(3): 203-207. http://dx.doi.org/10.1046/1.1472-765X.2002.01169.x

SCHULTZ, G P (2009) Vascular flora of the El Edén Ecological Reserve, Quintana Roo, Mexicol.
The  Journal of the  Torrey  Botanical  Society, 132(Apr  2005): 311-322.
http://dx.doi.org/10.3159/1095-5674(2005)132[311:VFOTEE]2.0.CO;2

SFORCIN, J M; BANKOVA, V (2011) Propolis: Is there a potential for the development of new
drugs? Journal of Ethnopharmacology, 133(2): 253-260. http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2010.10.032

SHARMA, S; SINGH, T; VIJAYVERGIA, R (2010) Antimicrobial properties of B-Amyrin
(Terpenoid). JPR: BioMedRx: An International Journal, 3(8): 1979-1980.
http://jpronline.info/index.php/jpr/article/view/3383

TOLOSA, L; CANIZARES, E (2002) The collection, characterisation and evaluation of antimicrobial
of propolis extracts from Campeche, Mexico. Ars Pharmaceutica, 43(1-2): 187-204.
http://farmacia.ugr.es/ars/articuloen.php?233

TRUSHEVA, B; POPOVA, M; BANKOVA, V; SIMOVA, S; MARCUCCI, M C; MIORIN, P L; DA
ROCHA PASIN, F; TSVETKOVA, I (2006) Bioactive Constituents of Brazilian Red Propolis.

414



Evidence-based Complementary and Alternative Medicine, 3(2): 249-254.
http://dx.doi.org/10.1093/ecam/nel006

TRUSHEVA, B; POPOVA, M; NAYDENSKI, H; TSVETKOVA, I; GREGORIO RODRIGUEZ, J;
BANKOVA, V (2004) New polyisoprenylated benzophenones from Venezuelan propolis. Fifoterapia,
75(7-8): 683—689. http://dx.doi.org/10.1016/j.fitote.2004.08.001

VELAZQUEZ, C; NAVARRO, M; ACOSTA, A; ANGULO, A; DOMINGUEZ, Z; ROBLES, R;
ROBLES-ZEPEDA, R; LUGO, E; GOYCOOLEA, F M; VELAZQUEZ, E F; ASTIAZARAN, H;
HERNANDEZ, J (2007) Antibacterial and free-radical scavenging activities of Sonoran propolis.
Journal of Applied Microbiology, 103(5): 1747-1756. http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-
2672.2007.03409.x

VELIKOVA, M; BANKOVA, V; MARCUCCI, M C, TSVETKOVA, I, KUIJUMGIEV, A (2000)
Chemical composition and biological activity of propolis from Brazilian meliponinae. Zeitschrift fiir
Naturforschung, 55c: 785-789.

415



ILLUSTRATIONS AND GRAPHICS

Figure 1. TLC profiles of E1b and fractions A, B and C.
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TABLES

Table 1. Yields of propolis extracts

Extract Solvent E?(traction
yield (%)

Ela EtOH 34.2

E2 Cyclohexane 61.6

E3 DCM 2.5

E4 EtOAc 1

E5 MeOH 4.6

Table 2. Yields of fractions A, B and C and Ry values of their major components on TLC

Fraction Yield (%) Rf*

A 47.7 0.89,0.77,0.70
B 19.9 0.33

C 4.1 0.18

Total 71.7

*Eluant system: cyclohexane:EtOAc 85:15
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Caractérisation chimique et valorisation biologique d’extraits de propolis

Chemical characterization and biological valorisation of propolis extracts

Résumeé

La propolis est une substance résineuse collectée par
les abeilles sur certaines parties des végétaux. Sa
composition en métabolites secondaires est alors
variable puisqu’elle dépend notamment de la flore locale
pres du site de collecte. Dans cette étude, la
caractérisation chimique d’'un échantillon représentatif
de la propolis francaise de I'entreprise “Ballot-Flurin
Apiculteurs” a conduit, au moyen danalyses
HPLC/DAD/MS et RMN 1D & 2D, a l'identification de 51
composés dont deux sont originaux. Les acides et
esters phénoliques ainsi que les flavonoides identifiés
dans cette propolis indiquent qu’elle appartient au type
"peuplier". L’évaluation des activités biologiques de
différents extraits et composés isolés a montré que
cette propolis, qui posséde une bonne activité
antioxydante (DPPH et ORAC) associée a un potentiel
antiglycant (anti-AGEs) tres intéressant, représente un
bon candidat pour la prévention des maladies, telles
que le diabéte, impliquant les AGEs. Elle montre
également de bonnes activités antifongiques, sur deux
levures du genre Candida, et antibactériennes sur
Staphylococcus aureus et ses souches résistantes et
sensibles a la meéticilline, ces dernieres étant
responsables, a [I'heure actuelle, de nombreuses
infections nosocomiales. Une étude de variabilité inter-
lots ainsi qu’'un travail d'optimisation du procédé
d’extraction industriel par plan dexpériences ont
également été réalisés (partie confidentielle). Enfin,
I'analyse de trois autres propolis, provenant d’Amérique
Latine (Mexique) et d'Afrique (Cbéte d’lvoire et
Ouganda), a montré de grandes diversités de résultats
en termes de compositions chimiques et d’activités
biologiques.

Mots clés

Propolis type “peuplier’, composés phénoliques,
flavonoides, antioxydant, anti-AGEs, Staphylococcus
aureus, propolis mexicaine, propolis africaine

Abstract

Propolis is a resinous substance collected by
honeybees from various plant sources. lts secondary
metabolites composition depends on the local flora
around the collection site. During this study, the
chemical characterization of a representative sample of
a French propolis produced by “Ballot-Flurin
Apiculteurs” led, through structural identifications
involving HPLC/DAD/MS as well as 1D & 2D NMR, to
the identification of 51 compounds, two of them being
new. Phenolic acids and esters and flavonoids identified
in this propolis indicate that it belongs to the so-called
"poplar" type. The evaluation of the biological activities
of different extracts or isolated compounds showed that
this propolis, which exhibits a significant antioxidant
activity (DPPH and ORAC) associated with a very
interesting anti-glycation (anti-AGEs) potential, would
represent a good candidate for the prevention of
diseases involving AGEs such as diabetes. These
extracts or compounds also exhibit antifungal and
antibacterial activities towards two Candida yeasts on
the one hand, and Staphylococcus aureus and its
methicillin-resistant and susceptible strains on the other
hand, the latter being nowadays responsible for many
nosocomial infections. A study dealing with the inter-
batch variability accompanied by an optimization of the
industrial extraction process using experimental design
were also carried out (Confidential part). Finally, the
analysis of three propolis originating from Latin America
(Mexico) and Africa (Ivory Coast and Uganda), revealed
a great diversity of results in relation to chemical
compositions and biological activities.

Key Words

“Poplar” type propolis, phenolic derivatives, flavonoids,
antioxidant, anti-AGEs, Staphylococcus aureus,
Mexican propolis, African propolis
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