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Résumé

Le fenouil sauvage (Feoniculum vulgare Mill. Var. sauvage) est une plante aromatique
et médicinale utilisée depuis I’antiquité en médecine traditionnelle, elle est reconnue par leur
vertu thérapeutique. Dans ce contexte, le présent travail porte sur une étude phytochimique des
composées présentes dans 1’éxtrait méthanolique de cette plante, et une évaluation de ses
activités antioxydante, antibactérienne et antipyrétique. Le criblage phytochimique a permis de
mettre en évidence la présence des tanins, des flavonoides, des triterpenes, des composés
phénoliques, des coumarines, des anthraquinones et des alcaloides.

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides de I’extrait a révélé des teneurs

146,53 + 0.81 mgEAG, 44,57 £0,04 mg EQ / g E respectivement.

L'activité antioxydante in vitro a été etudiée par la technique de réduction du radical
libre DPPH. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait peut agir en tant que piégeur de

radicaux.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur cinq souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion de disque. Les résultats indiquent que I’extrait méthanolique de

Foeniculum vulgare a une activité inhibitrice sur toutes les bactéries testées.

L’étude de D’activité antipyrétique de 1’extrait méthanolique de fenouil sauvage sur
I’hyperthermie induite chez les rats par la levure de biere a révélé les propriétés antipyrétiques
de cet extrait, la dose 400mg/Kg a des effets similaire a celle d’aspirine a la dose 100mg/kg
apres 4h, tandis que la dose 200mg/kg et un peu plus efficace que celle de 400mg/kg.

Les résultats obtenus justifient I’utilisation traditionnelle de cette plante.

Mots clés : Fenouil sauvage, polyphénols, I’activité antibactérienne, acgtivité

antipyrétique, activité antimicrobienne, activité antioxydante.
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Abstract

Fennel (Foeniculum vulgare Mill) is an important, well-known aromatic and
medicinal herb. Used since the antiquity in traditional medicine, recognized by their therapeutic
virtue. In this context, the present work concerns a phytochemistry study of the majority of
composition contained in these plant, and an evaluation of their antioxidant, antipyretic and
antibacterial activities.

Phytochemical screening revealed the presence of triterpenes and flavonoids,
coumarins, tannins, antraquinones, phenolic compounds, and alkaloids.

The determination of total polyphenols and flavonoids contents in the extract revealed
146.53 £+ 0.81 mgEAG contents for polyphenols and 44.57 + 0.04 mg EQ / g E for flavonoids.

The antioxidant activity in vitro was been studied by the reduction technique of free
radical DPPH. The results showed that the extract possesses an anti-radical activity (radical
scavenger).

The antibacterial activity was determined on the five bacterial strains, according to the
disc diffusion method. The results indicate that the methanol extract of Foeniculum vulgare has
an inhibitory activity on all tested bacteria.

The study of antipyretic activity on methanol extract of Foeniculum vulgare induced
hyperthermia in rats by the yeast showed the antipyretic properties of this extract, the dose
400mg / Kg has similar effects to that of aspirin has the dose 100mg / kg after 4 h, while the
dose 200mg / kg and a bit more effective than 400mg / kg.

The results justify the traditional use of this herb.

Keyword: Fennel savage, polyphenols, antibacterial, antipyretic activity, antimicrobial

activity, antioxidant activity.
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Introduction générale :

L'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques remonte depuis l'apparition de
I'nomme face aux différentes adversités de la nature. Au cours des millénaires, les
connaissances de I'homme sur les plantes meédicinales se sont constamment étendues et
approfondies d'une civilisation a l'autre. De nos jours, les produits naturels sont une source
importante pour la recherche de nouveaux composés actifs contre de nombreuses maladies.

La phytothérapie, a constitué I'essentiel de I'arsenal thérapeutique (Attisso, 1979).

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits chimiques
synthétiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, la peroxydation des
lipides sous I’action des radicaux libres de ’oxygéne (ROS) conduit a la perte de la qualité et
de la sécurité des aliments. Les antioxydants de synthese généralement utilisés en industrie
alimentaire pour retarder l’oxydation des lipides se sont avérés responsables d’effets
indésirables. De plus, 'usage excessit d’agents antibactériens chimiques dans la médication
humaine ainsi que dans I’élevage animal conduit a I’apparition de souches bactériennes

résistantes (Mau et al., 2004).

La médecine classique connait aussi des échecs, I'affaire de la thalidomide en est un exemple
dramatique. En 1962, en Allemagne et en Grande-Bretagne, 3000 enfants, dont les meres
avaient pris des sedatifs durant leur grossesse, naissent avec des difformités. En effet, on se
rend compte, brusquement, qu'un traitement a base de médicaments sophistiques peut engendrer
des effets secondaires catastrophiques. Ceci s'applique aussi aux plantes, car si ces dernieres
sont faciles a utiliser, certaines d’entre elles provoquent également des effets secondaires.
Toutefois, lorsqu'un traitement a base de plantes est suivi correctement, les risques d’effets

secondaires sont fort limités. (Verdrager, 1978 ; Fernandez, 2003).

Les plantes aromatiques sont utilisées depuis I'antiquité pour la conservation et leurs propriétés

médicinales, et pour donner I'ardme et la saveur aux aliments (Edris, 2007).

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I’efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considéres comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptes aux médicaments

et leur résistent de plus en plus.

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siecle pour que les scientifiques

commencent a s’y intéresser (Yano et al., 2006). Récemment, I’attention s’est portée sur les
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herbes et les épices comme source d’antioxydants, qui peuvent étre employé€s pour se protéger

contre les effets du stress oxydant (Mata et al., 2007).

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle
de molécules naturelles bioactives. Ils font I’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation
comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection des

aliments contre 1’oxydation.

Beaucoup d’études se sont intéressées a 1’¢tude des plantes utilisées en médecine traditionnelle,
c’est dans ce but s’inscris notre travail qui consiste a évaluer 1’activité biologique de la plante
foeniculum vugare sauvage, qui est une plante appartenant a la famille des ombelliferes

(Apiaceae), connu et utilisé par I'homme depuis l'antiquité.

L'objectif de notre travail vise a déterminer la composition chimique de notre plante en
métabolites secondaire (polyphénols, flavonoides...) et d’évaluer leurs propriétés biologiques.
Pour cela notre étude englobe deux aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique basé
principalement sur l'extraction et la quantification des composés phénoliques, La second est
consacré a une évaluation des activitées biologiques ; antioxydante vis-a-vis du radical libre
DPPH, antipyrétique et antibactérienne afin de déterminer ou confirmé l'efficacité et les

propriétes de notre plantes.
Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composeé de deux parties :

» La premiére partie qui représente une mise au point d’une synthese bibliographique. Elle
est divisée en trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a I’étude de la plante
d’intérét ; sa description son intérét pharmacologique ainsi I’état de recherché sur cette
plante. Le second chapitre traite les métabolites secondaires ou principe active de plantes,
et enfin le 3émé chapitre qui décrit les activités biologiques qu’on va étudier par cette
plante.

» Dans la seconde partie (pratique), qui renferme deux chapitres. Dans le premier chapitre
décrit en détail le matériel (végétal, animale, appareil...) utilisé et les techniques et
procedes (extraction, criblage chimique, dosage...) suivit pour 1’étude biologique du
fenouil. Le deuxiéme chapitre renferme les principaux résultats obtenus ainsi que leurs

discussions.




Partie I : Etudes
bibliographiques



ChapitreI:
Geénéralites sur la
plante étudiée



Etudes bibliographiques Généralités sur la plante étudiée

1. Généralités

Foeniculum vulgare Mill, var. sauvage, généralement connue sous le nom de fenouil
sauvage, est une plante aromatique méditerranéenne bien connue, avec une grande histoire
d’utilisations médicinale et culinaire (Hendawy et al., 2010), et une des principales sources
d’anéthole, principe des boissons anisées (Desmarest, 1978 ; Hunault et al., 1988).

Le nom de Foeniculum a été donné a cette plante par les Romains et est dérivé du mot latin
FENICULOS qui signifie petit foin en raison de 1’aspect linéaire de ses feuille et de son odeur
aromatique (Garnier, 1961 ; Verdon, 2002).

Elle était bien connu aux anciens et a été cultivée par les Romains antiques pour ses graines
aromatiques (Vienna et al., 2005). Le fenouil est communément appelé "besbes " par les
populations locales. Ses huiles essentielles sont tres utilisées par les industries pharmaceutiques,

cosmétiques et également alimentaires (Lazouni et al., 2007).
2. Description morphologique

Le fenouil sauvage est une plante le plus souvent vivace (parfois bisannuelle), avec une
racine fusiforme allongée de la taille d'un doigt, une tige arrondie, verte, dressée (0,5 a 2 m),
souple et rameuse, qui porte des fleurs jaunes de petite taille pendant I'éte, les fruits (akénes)
deviennent bruns a maturité (Volak et Stodola, 1998 ; Vienna et al., 2005 ; Kaur et Arora,
2010). Elle fait partie de la méme famille végetale que l'aneth, I'angélique, le persil, la carotte

ou la cigué qui se caractérise par son inflorescence en ombelle (Murdock, 2002).

Les feuilles alternes, vert a bleu-vert, ont un pétiole trés engainant qui entoure la tige, elles sont
finement divisées en un grand nombre des segments finaux filiformes (Wichtl et Anton, 1999 ;
Vienna et al., 2005).

Les fleurs sont produites dans les ombelles, composes terminaux de 5-15cm de largeur, chaque
section d'une ombelle contient 20-50 fleurs jaunes claires minuscules sur des courts pédicules,

apparaissent de juillet a septembre (Stefanini et al., 2006a).

Les graines de fenouil sont variées infiniment en longueur, largeur, goQt et d'autres caracteres.
En général, Elles ont une forme presque cylindrique avec une base arrondie et un sommet plus
étroit couronnés avec un grand stylopode. Ce sont généralement de 3-12mm de longueur et de
3 a4mm de largeur (Vienna et al., 2005) avec une odeur forte et douce et sont vert bleu d'abord
au début, puis, elles se transforment en brun verdatre quand elles sont mdris (Bruton, 1999 ;
Kaur et Arora, 2010).
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Toute la plante, quand on la froisse, et les fruits, dégagent une odeur anisée agréable,
parfois un peu camphrée dans les variétés ameres. Le fenouil se cultive facilement, il est

répandu dans le monde entier méme dans les pays froids ou il est annuel.

Figure 2 : Une ombelle séchée Figure 3 : Fleur de fenouil sauvage
(fr.wikipedia.org, 2016). (fr.wikipedia.org, 2016).

3. Classification botanique

Foeniculum vulgare Mill. (Syn. Anethum foeniculum L, et Foeniculum officinale)
appartient a la famille d’Apiaceae (ou Ombelliféres), cette dernicre est considérée I’'une des
familles riche en huiles essentielles (Amimar et al., 2001 ; Olle et Bender, 2010), le genre
Foeniculum est trés polymorphe et représenté seulement par cette espece qui se divise en deux

SOUS-especes :

» La sous-espéce piperitum (ou fenouil d’4ne) :

Elle est non cultivée et caractérisée par des segments glauques généralement courts et
charnus ; et par I’essence des fruits principalement constituée de monoterpénes (Nahrsted et
Butterweck, 1997).
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> La sous-espece vulgare (Badoc et al., 1995 ; Vienna et al., 2005 ; EFSA, 2009) :
Foeniculum vulgare Mill. (subsp. Vulgare) est formée de trois variétes :
% var. vulgare (fenouil amer, commun, sauvage ou médicinal) : correspondant
a des fenouils sauvages ou cultivés pour I’obtention du (E)-anéthol ; principe
des boissons anisées, présentant des pétioles verts qui partent de la base des

bulbes ainsi que des feuilles trés découpées a leur extrémité.

*
o

var. dulce (fenouil doux) : a des fruits de gout plus agréable. Il présente des
feuilles vertes et sa partie bulbeuse est plus renflée que celle du fenouil amer.
En revanche, le fenouil doux développe des graines trés aromatiques et
légérement sucrées.

% var. azoricum (fenouil bulbeux) : se caractérise par le renflement des gaines
des feuilles infeérieures. 1l est cultive comme Iégume et non comme épice. Le
fruit de cette variété mesure plus de 10cm et pese jusqu’a 400g, il est formé par
les feuilles basales qui ont grandi les unes avec les autres. (Amimar et al., 2001
; Vienna et al., 2005 ; Kothe, 2008).

Figure 5 : fenouil doux Figure 4 : Fenouil d’ane
(www.ecoaldea.com, 2016). (www.lepage-vivaces.com, 2016).

Tandis que les deux variétés de fenouil présentées précédemment sont des plantes de
jardin appréciées, le fenouil commun pousse également a I’état sauvage. On n’utilise en général
que les graines de cette variété (Kothe, 2008).

Le fenouil était dans un premier temps rattaché au genre anethum puis séparé par De
Candolle et placé dans un nouveau genre dénommé Foeniculum, genre adopté par I’ensemble
des botanistes. Au moyen age, la plante était connue sous le nom « fanculum » qui a donné

naissance a son nom populaire alternatif « fenkel » (Middleton et al., 2000).

La taxonomie du fenouil est représentée dans le tableau | :
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Tableau | : Classification de fenouil établie en 1980 par Lawrence, et actualisée en 1998 par
Vogel et Angermann (Vogel et Angermann, 1998).

Classification

Super regne Eucaryote
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta (plante vasculaires)
Phylum spermatophyta (Plante a graines)
Sous-phylum : Magnoliophyta Angiospermea (plantes a fleurs)
Classe Magnoliopsida dicotiledone
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales ombellales
Famille Apiaceae ombelliféres
Sous famille apioidées (apioideae)
Genre Foeniculum
Espeéce Vulgare
Genre espece Foeniculum Vulgare

4. Origine et répartition géographique

Le fenouil vulgaire sauvage, celui qu'on rencontre dans toute la partie tempérée et
chaude de I'Europe au bord des routes, des chemins, dans les remblais, les zones incultes et
rocailleuses, les friches, assez souvent pres de la mer, elle fait partie de la méme famille végétale
que l'aneth, I'angélique, le persil, la carotte ou la cigué qui se caractérise par son inflorescence
en ombelle (Singh et al., 2006 ; EFSA, 2009 ; Aprotosoaie et al., 2010).

Elle est originaire de 1’est du bassin méditerranéen et de Caucasie (Marotti et Dellacecca,
1993 ; Vienna et al., 2005 ; Zahid et al., 2009 ; Aprotosoaie et al., 2010) ou elle pousse a
I’état spontané dans les champs et sur les collines, 11 s’adapte bien aux sols calcaires, argileux
et pas trop secs. Elle est de nos jours, en Asie, dans certaines régions d’ Afrique et en Amérique,
elle est surtout cultivée a des fins médicinales (Pauze-Shirey, 2002).

Le fenouil est également trouvé aujourdhui en Iran, Inde, Indonésie, Pakistan, Japon et en
Chine. 1l est cultivé a large échelle en Egypte, Inde, Chine, Australie et en Europe en France,
I'Allemagne, la Hongrie et la Pologne (Garnéro, 1996 ; Vienna et al., 2005 ; Zahid et al.,
2009). En Algérie, il est rencontré couramment aux bords des oueds et des chemins et s’adapte

bien aux sols argileux.
5. Propriétés thérapeutiques et domaine d’utilisation

Fenouil sauvage (Foeniculum vulgare) est une plante annuelle, bisannuelle ou vivace,

selon la variété, elle est originaire de la région méditerranéenne (Piccaglia et Marotti, 2001).
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Le fenouil est connu depuis I'antiquité, comme plante médicinale et aromatique, communément
utilisé pour les liqueurs de saveur, pains, poissons, salades et fromages (Garcia-Jiménez et al.,
2000). Les propriéetes du fenouil sont en générale analogues a celles de I’anis, du carvi et de la
coriandre (Valnet, 1984).

Néanmoins, certaines propriétés sont attribuées a la plante enti¢re, alors que d’autres sont

attribuées a son huile essentielle :
5.1. Plante entiére

Comme il a été signalé précédemment, le fenouil est une plante médicinale de la plus
haute antiquité. Anciennement, elle était utilisée pour traiter 1’indigestion, les troubles
gastriques et les coliques. On lui attribuait également une action dans le traitement des maladies
des yeux, de la goutte et pour la stimulation de 1’écoulement du lait maternel (Valnet, 1984 ;
Girre, 1985).

Actuellement, le fenouil est encore utilisé en médecine populaire pour ses effets, carminatifs
(Kothe, 2008 ; Zahid et al., 2009), antispasmodi4ques, expectorants, laxatifs, stimulants
I'appétit, stomachiques et diurétiques (Simon et al., 1984 ; Chiei, 1984 ; Charles, 1993 ;
Stefanini et al., 2006b ; Ebeed et al., 2010).

Les propriétés analgesiques, anti-diarrhéiques, antispasmodiques, antipyrétiques et anti-
inflammatoires ont été également rapportées par plusieurs auteurs (Tanira et al., 1996 ;
Stefanini et al., 2006b ; Kothe, 2008 ; Pradhan et al., 2008).

Les tisanes au fenouil sont indiquées pour le traitement des bronchites, des angines et du rhume.
Elles sont parfois utilisées contre la rage des dents (Wichtl et Anton, 1999).

Les racines en décoction se révelent excellentes contre les regles douloureuses (Borel, 1997) et
facilitent les fonctions d’¢liminations rénales et digestives et traitent les diarrhées douloureuses
(Bruneton, 1987). Les racines sont réputées diurétiques et digestives (Bruneton, 1993).

Dans I’ Antiquité, la propriété la plus réputée du fenouil était I’activité du suc dans les affections
oculaires (Ducourthial, 2003). Une fiche d’utilisation thérapeutique est établie par Caudron et
al. (1998). Par ailleurs, I’effet diurétique et hypotensif des extraits aqueux du FVM a été
confirmé par une étude récente menée sur des rats hypertendus en 2001 (El-Baradai et al.,
2001).

Karnick (1994) a montré I’effet bénéfique du fenouil contre la colique chez I’enfant en bas age
et ’explique par la présence de ’anéthole dont la structure chimique est semblable a celle d’un
produit chimique naturellement présent dans le corps humain appelé « dopamine » et connu

pour avoir une action de détente sur I’intestin.
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L’extrait méthanolique de Foeniculum vulgare présente des effets inhibiteurs contre les
maladies inflammatoires aigués et subaigués et les réactions allergiques de type IV et a montré
un effet analgésique central (Choi et Hwang, 2004).

L’action de I’extrait des graines de fenouil administré oralement provoque une augmentation
du volume de la glande mammaire et une stimulation de sécrétion de lait chez la ratte (Malini
et al., 1985). Les graines seches de fenouil ont un golt aromatique et sont utilisees pour
assaisonnement des potages et des sauces (Hendawy et al., 2010). Elles sont utilisées aussi
pour assaisonner du pain, poisson, salade, fromage et pour la fabrication des conserves au
vinaigre (Vienna et al., 2005 ; Zahid et al., 2009).

Beaucoup de travail ont réecemment étudié le rendement et la composition des graines de fenouil
(Katsiotis, 1988 ; Verghese, 1988 ; Arslan et al., 1989 ; Lawrence, 1989, 1992 ; Betts,
1992 ; Cavaleiro et al., 1993 ; Piccaglia et Marotti, 1993). En outre, I'influence des épices sur
I'utilisation des protéines (Pradeep et Geervani, 1994), enquéte microbiologique (Satchell et
al., 1989), les effets des metabolites fongiques sur la germination (Sharma et Sharma, 1983),
I’effet des traitements d'engrais sur le rendement (Abdallah et al., 1978) et la reactivité
immunitaire (Schwartz et al., 1997) ont été testé. Aussi, I'effet de I'extrait de graines de fenouil
sur les organes génitaux des rats males et femelles est étudié (Malini et al., 1985).

La médecine vétérinaire utilise frequemment les fruits de fenouil comme arome pour certaines
pates médicamenteuses, pour augmenter les secrétions lactées, calmer les coliques et pour
stimuler I’appétit chez les bétes (Bezanger, 1975).

Il est a noter que le fenouil sert a parfumer les mets comme le poisson, les omelettes et les olives
(Bianchi et Corbetta, 1975) et est utilisé dans les industries pharmaceutiques, cosmétologiques

et alimentaires (Formacek et Kubbeczka, 1982).
5.2.  Huile essentielle

Elle est principalement concentrée dans les méricarpes des graines (Stefanini et al.,
2006a). L'huile essentielle de Fenouil est un mélange d’au moins une douzaine de différents
produits chimiques, avec les principaux ingrédients de l'anéthol, le fenchone et I’estragole
(Khare, 2008). Les Trans-anéthols sont souvent les constituants les plus répandus, compte pour
le gotit de l'anis, le fenchone fournit I'amertume, et 1’estragole (methylchavicol) fournit la
douceur (Guillen et Manzanos, 1994).

Sur le plan pharmacologique, de nombreuses activités biologiques des huiles essentielles ont
été démontrées : lactivité anti-inflammatoire (Chainy et al., 2000; Ozbek, 2005),
hépatoprotecteur (Ozbek et al., 2003), acaricide (Lee, 2004), analgésique (Ozbek et al., 2006),
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antiostéoporotique (Fariba et al., 2006), antithrombotique (Tognolini et al., 2007),
gastroprotective (Birdane et al., 2007) et diurétique (Wright et al., 2007). D’autres propriétés
biologiques ont été encore prouvées récemment : anticorrosive (Lahhit et al., 2011) , anti-
athérosclérotique (Oulmouden et al., 2011), anti-diabétique (Neveen et al., 2011 ; EI-Soud et
al., 2011), antimutagéne et antioxydante (Ruberto et al., 2000 ; Barros et al., 2009 ; Tripathi
et al., 2013), insecticide (Kutukoglu et al., 2012 ; Ebadollahi, 2013) et antibactérienne et
antifongique (Cantore et al., 2004 ; Ozcan et al., 2006 ; Singh et al., 2006 ; Diao et al., 2014).
Il a été rapporté également que l'huile essentielle de fenouil est utilisée dans la colique
pédiatrique et certains troubles respiratoires en raison de son effet anti-spasmodique (Reynolds,
1982).

a) Extraction et rendement

La composition chimique de I’huile essentielle du fenouil collectée dans différentes
régions du monde a ete etudiée. Une grande variabilité dans le rendement et dans la composition
chimique de I’huile essentielle a été observée (Damjanovic et al., 2005 ; Anwar et al., 2009 ;
Aprotosoaie et al., 2010 ; Damayanti et Setyawan, 2012 ; Diao et al., 2014). Ils dépendent
considérablement de I’origine géographique (Diaz-Morto et al., 2005) et du stade de
maturation (Guillen et Manzanos, 1996 ; Telci et al., 2009).

Les huiles essentielles des graines séches et mdrs de fenouil sont obtenues par hydrodistillation
(Vienna et al., 2005) et par entrainement a la vapeur (Garnéro, 1996 ; Clarke, 2008). L huile
essentielle  obtenue par cette derniere méthode est référée en tant que
« huile de fenouil », utilisée dans les pays occidentaux pour l'assaisonnement (Singh et al.,
2006).

Selon le matériel, la variété, l'origine, le lieu de production et d’autres facteurs extrinséques et
intrinséques, le rendement en huile essentielle des graines de fenouil varie de 2,5 a 6 % avec
une moyenne de 3,5 % (Garnéro, 1996 ; Kaur et Arora, 2010). Selon Olle
et Bender (2010), les huiles essentielles aident la plante a s'adapter a son environnement, par
conséquent, les plantes les produisent en quantité plus élevée quand elles sont cultivées dans
des conditions extrémes.

Les caractéristiques physico-chimiques de 1’huile essentielle de Foeniculum vulgare sont

présentées dans le tableau I :
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Tableau Il : Caractéristiques physico-chimiques de I’huile essentielle de Foeniculum vulgare
Mill (Garnéro, 1996).

Caracteres
Liquide mobile, limpide ;
Aspect Couleur jaune péle ;
Odeur aromatique anisée, épicée, légérement camphrée.
Densite (d) 0,889 40,921
Indice de réfraction n® 1,484 41,508
Pouvoir rotatoire 0% +20° & + 68°

b) Composition chimique

Les proportions des constituants de I’huile essenticlle des graines de fenouil dépendent
des facteurs extrinseques et intrinseques comme : les conditions climatiques et
environnementales, la saison de collection, I'étape de la maturation des fruits, les donnees
génétiques...etc. Quel que soit la variété de fenouil, les principaux constituants de 1’huile
essentielle de fenouil sont : le Trans-anéthol, le Fenchone, I’Estragole et le Limonéne (Ozcan
et Akgul, 2001 ; Mimica-Dukic et al., 2003 ; Ozcan et al., 2006 ; Singh et al., 2006 ;
Pitasawat et al., 2007 ; Silano et Delbo, 2008 ; Clarke, 2008 ; Aprotosoaie et al., 2010 ;
Kaur et Arora, 2010).

Le trans-anéthol compte pour le gott d'anis, I’estragole fournit la douceur, alors que le fenchone
donne le goGt amer (Stefanini et al., 2006a ; Olle et Bender, 2010). Le fenchone est un liquide
sans couleur possédant une odeur et un golt piquant et camphrée, ce serait le constituant
responsable des propriéteés biologiques, par consequent, seulement les variétés de fenouil
contenant une bonne proportion de fenchone conviennent pour exploiter leurs activités
biologiques (Vienna et al., 2005).

D’autres hydrocarbures monoterpéniques sont également présents en proportions mineurs : I’a
et le B fencheéne, I’a-pinéne, le campheéne, le sabinéne, le terpinoléne, le 6-3-caréne, les a et
phellandrene, le cis et le trans-ocimeéne, le limonéne ; le linalol ; le camphre ; le terpin-1-én-4-
ol; le foeniculine ; ’a-terpinéol, I’aldéhyde anisique...etc. (Garnéro, 1996 ; Silano et Delbo,
2008 ; Clarke, 2008 ; Chowdhury et al., 2009 ; Ebeed et al., 2010).
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Figure 6 : Structure chimique du trans-anethole (a), de 1’estragole (b) et du fenchone(c)
(Vienna et al., 2005).

c) Utilisation

Les huiles essentielles de fenouil sont employéees en tant qu'aromatisants dans des
produits alimentaires comme constituants des produits pharmaceutiques et cosmétiques.
(Aprotosoaie et al., 2010). Elles sont également employées pour assaisonner les aliments
préparées comprenant de la viande, de la creme glacée et des sucreries.. . etc.

Plusieurs composants de I'huile essentielle de cette plante ont des applications importantes, a
savoir :

¢ le fenchone est employé comme contre-irritant ;

e le limonéne est employé comme agent de dissolvant, de résine, de mouillage et de

dispersion ;

e le trans-anéthol est employé comme aromatisant en parfumerie, en produits de

beauté, dans le savon ;

e l'estragole (méthyle-chavicol) est employé en parfumeries et comme saveur dans les

aliments ;

e 1’a-pinéne est utilisé dans la fabrication du camphre, des insecticides, de dissolvants

et comme bases des parfums (Stefanini et al., 2006b).
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Les métabolites secondaires représentent une variété tres large de composés organiques
sans fonction directe sur la croissance et le développement des plantes (Amlan, 2010). Les
meétabolites secondaires constituent un ensemble de molécules qui ne sont pas strictement
nécessaires a la survie d’une plante, d’une bactérie ou d’un champignon. Il s’agit
majoritairement de molécules de tailles et de masses faibles comparées aux molécules du
meétabolisme primaire (glucides, lipides et acides amines). Elles sont principalement la source
d’odeurs jouant des rdles a la fois comme répulsif contre les prédateurs (concurrents
écologiques), ou d’attractif : des pigments permettant de capter le rayonnement solaire mais

aussi de protéger la plante contre ce rayonnement (Sylvain, 2010).
1. Composés phénoliques

Haslam et al., (1996) ont proposé la premiere définition compléte du terme
"polyphénol”, en l'attribuant exclusivement a des composés phénoliques solubles dans I'eau
ayant des masses moléculaires de 500 a 3000-4000 Da et possédant 12 a 16 groupes hydroxyles
phénoliques et 5 a 7 cycles aromatiques par 1000 Da.

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des plantes, largement distribues,
possédant plusieurs groupements phénoliques, avec ou non d’autres fonctions et comportant au
moins 9000 structures différentes connues (Bahorun, 1997), allant de molécules phénoliques
simples de bas poids moléculaire tels que, les acides phénoliques a des composés hautement

polymérisés comme les tanins (Akowuah et al., 2004).
1.1. Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre
de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer
deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes
(Clifford, 1999).

1.1.1. Polyphénols simples
1.1.1.1. Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes: les dérivés de I’acide

hydroxybenzoique et de ’acide hydroxycinnamique (Bruneton, 2008).
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» Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1)
Ces acides sont tres communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a
I’état d’esters ou hétérosides (Bruneton, 2008). Cette catégorie est abondante dans les végétaux
et les aliments, notamment les épices, les fraises, certains fruits rouges et I'oignon dans lesquels
les concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de
fruits frais (Manach et al., 2004). Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique les plus répandus

sont illustrés dans la figure suivante :

R2 R1
1= 2= = 4=H: cde enzoque (nonph nolique)
1= 2= 4=H =0H: cde p-hydroxy enzoque
R3 ! p-nydroxy €nzoq
COOH = 4=H 2= =0H: cideprotoc t chique
= 4=H 2=0CH, =0H: cidev nilique
R4 1=H, 2= = 4=0H: cde lique

Figure 7 : Structure chimique des acides hydroxybenzoiques (Bruneton, 2008).
» Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C6-C3)

Ces composés ont une distribution trés large. Rarement libres, ils sont souvent esterifiés
(Skerget et al., 2005) et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres
(O-acylglucosides, Oarylglucosides) ou des polyols tels que I’acide quinique (Figure 8)
(Bruneton, 2008).

0

Rl = 2= = 4=H: cdecnn ique nonph nolique)
N, = = 4=H 2=0H: cdepcou noue
0-R, [= 2=0H, = 4=H: cidec f iue
1=0CH, 2=0H, = 4=H: cdef rulique
/ = =0CH, 2=0H, 4=H: cde i poue
R2 = 2=04,  =H 4= cidequnique: cdechloro nigue
R3

Figure 8 : Structure chimique des acides hydroxy cinnamiques (Han et al., 2007).

L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de
nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive et pomme), en particulier dans les fruits. Il
représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxy cinnamiques de la majorité des

fruits, principalement sous forme d'ester de I'acide quinique (acide chlorogénique) (Manach et
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al., 2004). L'acide chlorogénique est présent en trés forte concentration dans la pomme (430
mg/kg) (Podsedek et al., 2000) et dans le café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350 mg
(Manach et al., 2004).

1.1.1.2. Coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles connues, ce sont des composés a neuf
atomes de carbone possédant le noyau benzo (2 H)-1 pyrannone-2. Ce composé dériverait de la
cyclisation de I’acide CIS cinnamique oxygéné en C-2 (Harkati, 2011).

Historiquement, le nom de coumarine vient de «cumaru» qui est dans une langue amazonienne
le nom de ’arbre de tonka (dipteryx ordorata willd, fabaceae), dont les féves contiennent 1 a
3% de coumarine. Les coumarines ont été isolées pour la premiére fois en 1820. On les trouve

aussi dans le miel, le thé vert...etc. (Hamimed, 2009)
1.1.1.2.1. Classification

Les coumarines sont substituées par un hydroxyle ou plus sur les six positions
disponibles. La majorite des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle.
Les auteurs ont classé les coumarines selon la nature des substituants sur leurs structures en

cing catégories (tableau I11) :

Tableau I11 : Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).

Structure R6 R7 RS Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
RE.  ~ e OH OH H Aescultol
o0
2 OCH3 OH H Scopolétol
R8 OCH3 OH OH Fraxetol
H OH OH Daphneétol

1.1.1.2.2. Intérét des coumarines

Les coumarines manifestent diverses activités biologiques, qui varient selon la
substitution sur le cycle benzopyrne (Hamimed, 2009).
Les coumarines sont indiqués dans le cas de lymphoedéme du membre supérieure apres
traitement radiochirugical du cancer du sein .Concernant les dérivés coumariniques, certains
d’entre eux possedent des activités pharmacologiques, principalement anticoagulantes.
Les plus connus sont le dicoumarol et I’esculoside, deux composants veinotoniques et

vasculoprotecteurs (Harkati, 2011).
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1.1.1.3. Les flavonoides

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus", qui signifie "jaune”, désigne une tres
large gamme de composeés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés
comme des pigments quasi universels des végétaux. Ce groupe comprend comme son nom
I’indique des composés jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores. Structuralement, les
flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules. En effet, plus de 6500 structures
ont éte identifiées (Yakhlef, 2010).

1.1.1.3.1. Structure chimique et classification des flavonoides

Tous les flavonoides possedent le méme élément structural de base : le noyau flavane,
qui constitué de deux noyaux aromatiques A ; B et d’un hétérocycle oxygéné central C
(Bouzide, 2009) (Figure 9).

| -0 = Naringine
= Hesperitine
H
=Qkanine ' & O
i | |
= Buteine '
flavanones .
= Apigenine
o O | .Nobilétine

chalcones \ r / flavones

=Quercetine = Pelargonidine
= Morine = Cyanidine

T i e flavane —— Do::
Ny OH Z~0OH

0 /o N\

flavonols j:(jf
I L
IT0OH

e Eaféc::liﬂlf; flavane- flavane-
picatechine) 4 nleag 3,4-dioles

antho-
cyanidines

| = Leucocyanidine|

Figure 9 : Définition des différents types de flavonoides a partir du squelette flavane (Bouzid,
2009).

Page 15



Etudes bibliographiques Chapitre Il : Les métabolites secondaires

a) Les flavones

Le noyau flavone est dérivé du noyau flavane de base, dont la structure est constituée
de deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C) par la
fixation a la position 4 d’un atome d’oxygene relié au carbone par une double liaison.

Les principaux flavones sont I’apigénine et la lutéoline. Elles ont dans la majorité des cas la

forme de glycosides.

6. _:-:__._-'_ . 4
2 |
T .--".’ {'\:-'\.'::_-g-"'-‘ 'H..‘_h:-_‘__/' :": ) 3
DOS
6§~ ,5;---.] A3
C

Figure 10 : Structure de base des flavones (Bruneton, 1999).
b) Les flavonols

Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d’un groupement -OH en
position C-3. En plus de ce radical -OH, les diverses molécules de flavonols en comprennent
deux, trois, quatre ou cing autres radicaux. Les flavonols sont beaucoup plus abondants dans le
regne végétal que les flavones et leurs concentrations sont plus élevées. Les principaux sont la

quercétine, kaempférol et myricétine.

oH

5 7 3 1 5
Quercétine OH OH OH OH

Kaempférol OH  OH - OH

Myricétine  OH el 008 GO OH
Figure 11 : Structure de base des flavonols

(Bruneton, 1999).
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c) Les flavanones

Ces molécules sont caractérisées par ’absence de double liaison en positon 2, 3 et par
la présence d’un centre d’asymétrie. Elles existent sous forme libre ou sous forme glycosylée.
Sous forme libre, les carbones en position 5 et 7 sur le cycle A peuvent étre hydroxylés ou
méthoxylés. Le cycle B peut aussi étre substitué en position 3°,4°, 5’ et 6°. Les deux principales

flavanone sont la Naringénine et 1’hesperétine (Figure 12) (Havsteen, 2002).

s
I
o
5 7 4'
Naringénine OH OH OH

Figure 12 : Structure de base des flavanones
(Bruneton, 1999).

d) Les flavanols
Ils se caractérisent par ’absence de 1’atome d’oxygéne dans la position 4, c’est la

différence entre les flavanones et les flavanols. Les flavanols les plus connus sont le catéchine
et L’épicatéchine (Figure 13) (Cowan, 1999).

S,

=

i2H

Figure 13 : structure de base des flavonols (Bruneton, 1999).

e) Les chalcones

Les chalcones et principalement les dihydrochalcones sont uniques au sein de la famille
des flavonoides. Dépourvus du cycle C central, les deux cycles A et B sont reliés par une chaine
tricarbonée cétonique a et 3 insaturée (saturée dans le cas des dihydrochalcones). Les cycles A
et B sont équivalents aux cycles A et B des autres flavonoides mais leurs numérotations sont

inversées. Les plus abondants sont les butéine et les phlorétine (figure 14).
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Butéine OH OH OH OH H

Phioretine H OH OH OH OH

Figure 14 : Structure de base des chalcones (Bruneton, 1999).
f) Les anthocyanidines

Les anthocyanidines ne possedent pas de groupe -OH a la position 4 et ont une double
liaison entre les positions 3 et 4. Les plus importants sont les pelargonidines, les cyanidines et

les péonidines (figure 15).

3 5
palarronidine H H
Cvanidina OH H
pacnidine OCH: H

Figure 15 : Structure de base des anthocyanidines (Bruneton, 1999).

1.1.1.3.2. Biosynthése des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune : ils possédent le méme
élément structural de base : le phényl-2 chromane.
L’étape clé de la formation des flavonoides est la condensation. Cette dernire est catalysée par
la chalcone synthase formée d’une unité phényle propanoide (4-coumaroyl-CoA) avec trois
unités malonyl-CoA. La structure de base en C-15 sous forme d’une chalcone soit 4,2°,4°,6’-

tetrahydroxychalcone (Figure 17) (Bruneton, 1999).
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oH HO
3 L) + ’ >
Chalcone synithase
CoAS © ? (CI75) OH (o]
malonyiCod T 0 2 4.2' 4'.6'tétrahydroxy chalcone

Figure 17 : L’étape clé de la formation des flavonoides (Bruneton, 1999).

Cette chalcone est I’intermédiaire caractéristique de la synthese des divers flavonoides. Elle est
en equilibre avec les flavonoides. Cet equilibre étant contrdlé par une enzyme
« la chalcone isomérase », cette derniere induit une fermeture stéréospécifique du cycle
conduisant a une flavanone. Elle est le précurseur de toutes les classes de flavonoides comme
le montre la figure 16 (Remesy et al., 1996).
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Figure 16 : Voie de biosynthese des flavonoides (Remesy et al., 1996).

Page 19



Etudes bibliographiques Chapitre 11 : Les métabolites secondaires

1.1.1.3.3. Localisation, distribution et biodisponibilité des flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes. Ces molécules ont été
identifiées dans presque toutes les parties de la plante : les feuilles, les racines, les tiges, les
fleurs, les graines et 1’écorce (Lee et al., 1994). Les flavonoides sont trouvés dans les fruits, les
légumes, les noix, les herbes et les épices. lls sont consommés régulierement avec
I’alimentation humaine qui nous apporte environ 75 mg de flavonoides par jour. En effet, le
thé, les agrumes, les pommes, 1’huile d’olive, les oignons, le cacao et plusieurs autres fruits et
légumes sont trés riches en flavonoides, les flavanols et les flavonols y seraient les plus
abondants (Schewe et Sies, 2003).

La majorité des flavonoides apportés par ’alimentation sont sous forme glycosylée, ils peuvent
occasionnellement y étre présents sous forme de aglycone (Ishii et al., 2003).

La plupart des flavonoides aglycones sont hydrophobes et peuvent donc traverser passivement
les membranes biologiques. Alors que la liaison d’un groupement glucidique a un composé
phénolique diminue son hydrophobicité et limite severement sa diffusion passive (Williamson
et al., 2000). Il semblait alors que I’absorption des flavonoides glycosylés ne pouvait pas avoir
licu au niveau de I’intestin gréle. Cependant, Hallman et ses collaborateurs (1995 et 1997) ont
montré chez ’Homme que 1’absorption des formes glycosylées de la quercétine administrées
oralement étaient plus importantes (52%) que celle de la quercétine aglycone (24%). Ces
auteurs ont alors suggéré que la partie glucidique associée aux flavonoides facilite leur passage
dans les entérocytes via le systeme de transport des glucides (Hallman
etal., 1997).

1.1.1.3.4. Activites biologiques et intéréts pharmacologiques des flavonoides

Les flavonoides sont des composants naturels hautement actifs. Plusieurs études ont

démontré une large gamme des effets biochimiques et pharmacologiques de ces molécules :
a) Activité anti-inflammatoire des flavonoides

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés
anti-inflammatoires (Milane, 2004). Sous [I’action de la cyclooxygénase (CO) et la
lipooxygénase (LO), I’acide arachidonique se métabolise respectivement en prostaglandines
et leucotriénes induisant ainsi des phénoménes inflammatoires (Formica et Regelson, 1995 ;
Marfak, 2003). Les flavonoides inhibent la synthése des eicosanoides par inhibition de
I’activité de LO et CO, aussi ils provoquent I’inhibition de la peroxydation non enzymatique

des acides gras poly insaturés nécessaires pour I’activation de ces oxygénases ce qui provoque
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un effet anti-inflammatoire. Par ailleurs, les flavonoides ont un effet palliatif sur I’inflammation
da a ses effets inhibiteurs sur la synthése des leucotriénes et la libération de I’histamine, et ses

activités comme piégeurs de superoxyde (Formica et Regelson, 1995).
b) Flavonoides comme inhibiteurs enzymatiques

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques, ils inhibent plusieurs enzymes
intervenant dans divers mécanismes biologiques.
IIs inhibent I’histidine décarboxylase, I’¢lastase, la hyaluronidase ce qui permet de conserver
I’intégrité de la substance fondamentale de la gaine vasculaire ; ils inhibent aussi d’'une maniere
non spécifiqgue la catéchol-O-méthyltransférase, ce qui augmente la quantité de Ila
catécholamine disponible et donc provoque une élévation de la résistance vasculaire.
En plus, les flavonoides inhibent la phosphodiestérase de I’AMPC, ce qui pourrait expliquer
leur activité anti-agrégante plaquettaire ; aussi, ils inhibent 1’aldose réductase qu’est impliquée

dans la pathogénie de la cataracte (Bruneton, 1999).
c) Flavonoides et les maladies cardiovasculaires

Les flavonoides sont des composés veinoactifs, ils sont capables de diminuer la
perméabilité des capillaires sanguins et de renfoncer leur résistance .Cette action est appelée
« vitaminique P » (Bruneton, 1999).

Dr’ailleurs, ils ont un effet protecteur contre les maladies cardiovasculaires. Ils induisent la
vasodilatation et provoquent la relaxation des muscles lisses cardiovasculaires, ce qui engendre
une activité anti-hypertensive et des effets antiarythmiques. En plus les flavonoides protegent
le LDL de [l'oxydation et par conséquent empéchent la formation des plaques
athérosclerotiques, aussi, ils ont des effets anti-thrombotiques a travers I’empéchement de

I’agrégation plaquettaire (Formica et Regelson, 1995).
d) Propriétés antiradicalaires

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux
flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation d'un
atome d'hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentée ci-
dessous :

FLOH + Re —> FLOe* + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLO¢). Ce

dernier va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des électrons
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impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport aux
Re. En outre, les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des composés non

réactifs (figure 18) (Ami¢ et al., 2003).
FLO- + Re —> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)

FLO* + FLO* —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)
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Figure 18 : piégeage des espéces réactives de ’oxygéne (R.) par les flavonoides
et la formation d’une structure stable (Tiqwari, 2001).

La propriété antiradicalaire des flavonoides est étroitement liee a leur structure, en particulier
au phénomene de résonance électronique stabilisant exercé par les noyaux aromatiques, cette
activité nécessite :

» La structure ortho dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confére la

stabilité au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.

» La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo

» La présence du groupe 30H en combinaison avec la double liaison C2-C3.
A titre d’exemple, la quercétine satisfait a tous ces critéres et par conséquent, elle est le composé

le plus actif de la famille des flavonoides (figure 19) (Marfak, 2003).

HQO

Figure 19 : Eléments essentiels pour I’activité antioxydant des flavonoides (Marfak, 2003).
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La propriété antiradicalaire des flavonoides est dirigée principalement vers HO- et O2, aussi,
les radicaux peroxyl et alkoxyl.

En plus, comme ces composants présentent une forte affinité pour les ions du fer (catalysent
plusieurs processus conduisant a I’apparition des radicaux libres), leur activité antiperoxydative
peut étre aussi attribuée a une capacité concomitante de chélation du fer (Saija et al ., 1995).
Par ailleurs, I’inhibition des enzymes présente un autre mécanisme de ’activité antioxydant, les
flavonoides peuvent agir sur I’activité de la xanthine oxydase et par conséquent, peuvent faire
régresser la maladie de la goutte en réduisant a la fois les concentrations d’acide urique et celle
du radical superoxyde dans les tissus humains.

Une ¢étude faite a montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs d’autres enzymes
responsables de la production des radicaux libres comme la cyclooxygénase et la lipooxygénase
(figure 20) (Marfak, 2003).

OH
R" RH

N OH \\/A
F

quinone

Figure 20 : Piégeage des especes réactives oxygénées par les flavonoides (Marfak, 2003).

e) Effet anticancéreux des flavonoides

Certains flavonoides possedent une activité antitumorale et anticancérogenique
significative, par blocage de la production de la tumeur de la peau, la quercétine peut étre
considérée effectif dans la prévention du cancer de la peau. L’inhibition de la glyoxylase I par
la quercetine peut expliquer son activité anticancerogene, car ; le systeme glyoxylase joue un
réle dans la production de D lactate et la regénération du glutathion, des facteurs importants
dans I’induction de la tumeur et la croissance (Formica et Regelson, 1995).

Drailleurs, la quercétine inhibe la croissance cellulaire en empéchant certaines phases du cycle

cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones (Marfak, 2003).
f) Propriétés chélatrices des ions métalliques

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus
biochimiques et physio-cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme d'action
n'est pas bien contr6lé, ces mémes ions peuvent étre a l'origine d'une peroxydation lipidique,
un stress oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre d'exemple le cuivre Cu+2 est un stimulateur

de la peroxydation des LDL (Tigwari, 2001).
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Gréce a leur structure chimique spécifique, les flavonoides peuvent facilement chélater les ions
métalliques en créant des composes complexes inactifs (MaleSev et Kunti¢, 2007).
La chélation des ions métalliques nécessite trois sites principaux (figure 22) :

> Site situé entre le groupe 3' OH et le groupe 4' OH du cycle B

> Site situ¢ entre le groupe 30H et 4 C=0 de I’hétérocycle C

> Site situé entre le groupe 50H du cycle A et le groupe 4C=0 de I’hétérocycle C.

Me+n

Ay
O\\\\

Figure 21 : Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (Me+n).

g) Autres proprietés

Des flavonoides ayant une activité antivirale ont été identifiés depuis 1940, mais des
tentatives ont été faites recemment, pour faire des modifications synthétiques pour améliorer
leur activité antivirale.

D’aprés Middleton et al., (2000), les composants suivants: quercétine, morine, rutine,
dihydroquercétine, dihydrofisetine, leucocyanidine, apigénine, catéchine, hespéridine et la
naringine possedent une activité antivirale contre 11 types de virus. L'activité antivirale semble
étre associée aux composés non glycosylés et I’hydroxylation en position 3 est apparemment
nécessaire a cette activité.

La myricétine empéche la croissance de Burkholderia cepacia multi-résistante, enterococci
vancomycine-resistante, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus epidermidis (Hodek et al.,
2002). Les Flavanones et quelques dihydroflavonols empéchent la croissance du Streptococcus
mutans et Streptococcus sobrinus.

Lahouel et ses collaborateurs, (2004) ont évalué 1’effet des flavonoides donnés par voie orale
pendant 14 jours, vis-a-vis la toxicité hématologique et hépatique du cyclophosphamide
et de la vinblastine, ainsi que la toxicité hépatique du paracétamol. Chez les rats prétraités par

les flavonoides, il apparait une nette amélioration dans les effets toxiques.
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La quercétine et la rutine une fois administrées oralement aux souris hyper-uricémique induit
par ’oxonate de potassium, réduisent les niveaux d'acide urique dans le sérum, mais avec un
profil pharmacologique partiellement différent de celui de I'allopurinol. Ces effets hypo-
uricémiques sont partiellement dus a l'inhibition des activités de la xanthine déshydrogénase et
la xanthine oxydase XDH/XO (Zhu et al., 2004).

Selon (Tieppo et al., 2007) la quercétine et les flavonoides protégent contre les cataractes
diabétiques, empéchent l'agrégation plaquettaire et I'oxydation des lipoprotéines de faible
densité (LDL).

Les Flavonoides peuvent étre des : antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques,
(Bruneton, 1999), analgésiques (Gonzalez-Trujano et al., 2007). Quelques flavonoides
montrent également une variété d'effets biologiques tels qu'antiinflammatoire, antiallergique,

ainsi que la capacité de stimuler le systeme immunitaire (Merken et Beecher, 2000).
1.1.2. Polyphénols complexes
1.1.2.1. Tanins

Les tanins sont un groupe héetérogéne de composés phenoliques de haut poids
moléculaire, ils ont la capacité de former des complexes réversibles et irréversibles avec des
proteines (principalement), des polysaccharides (cellulose, hémicellulose, pectine...etc.), des

alcaloides, des acides nucléiques et des minéraux (Schofield et al., 2001).
1.1.2.1.1. Classification des tanins

En général, les tanins sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction du type de
I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique de la
molécule (Khababaee et Ree, 2001).

a) Tanins hydrolysables

Ce sont des hétéropolymeres possédant un noyau central constitué d’un polyol. 11 s’agit
souvent d’un D-glucose sur lequel les groupements hydroxyles sont en partie ou en totalité,
estérifiés avec 1’acide gallique (cas des gallotanins) ou un dimére de 1’acide gallique qui est

I’acide hexahydroxydiphénique (cas des ellagitanins).
b) Tanins condenseés

Les tanins condensés sont chimiquement définis comme étant des oligomeéres ou des
polymeres d’unités flavonoides. Les monomeres précurseurs de ces molécules sont les flavan-

3-ols (catéchine) et/ou les flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines), liés entre eux par des
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liaisons carbone-carbone trés résistantes a I’hydrolyse. Les tanins condensés sont appelés
proanthocyanidines parce que leur oxydation en milieu alcool-acide entraine la formation de
pigments anthocyanidiques tels que les cyanidines (a partir de procyanidines) et les
delphinidines (Khababaee et Ree, 2001).

1.1.2.1.2. Fonctions des tanins

Les tanins sont un groupe de composés secondaires de plantes qui sont connus et
employés par I'nomme pendant des siécles (Harborne, 1999 ; Schofield et al., 2001). lls
possedent des activités antidiurétiques, antidiarrhéiques, antiinflammatoires, antioxidantes et
hémostatiques (Dolara et al., 2005), antibactériennes, antivirales , antiinflammatoires et
antimutagenes et sont utilisés encore contre les blessures et les brulures.

Encore, ils ont un effet vasoconstricteur et hémostatique et sont utilises dans le traitement des

hémorroides (Bruneton, 1999).
2. Les saponosides

On entend par saponosides (mot latin « sapon », savon ; « saponaire », I’herbe a savon),
des hétérosides a aglycones de structure stéroide ou triterpénique qui tiennent une grande place

parmi les substances d'origine végetale (Robinet, 1951).
2.1. Propriétés biologiques des saponosides

Les saponosides ont une activité expectorante, ils rendent un peu moussant la muqueuse
des bronches inflammatoires et facilitent ’expectoration. De plus, ils sont de puissants
hémolysants, ils possedent également des propriétés édulcorantes, largement utilisées dans
I’industrie agro-alimentaire (Bruneton, 1999).

D’autre part, les travaux de Ghedira (2005) ont mis en évidence l'activité antifongique de
saponosides triterpéniques, extraits du lierre sur les levures et les dermatophytes. Dans un méme
ordre d’idée, les saponosides I'a-hédérine ont montré une activité antitumorale et
antibactérienne (Ghedira, 2005).

Les fonctions principales attribuées a ces polyphénols chez les végétaux sont la protection
contre les pathogénes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux radiations

UV, dans ce cas, ils agissent par effet d'écran et par effet antioxydant aussi (Lebham, 2005).
3. Les Alcaloides

Les alcaloides sont des molécules d'origine naturelle. On les trouve principalement chez

les végétaux, mais aussi chez les animaux et chez certains micro-organismes. Leur structure
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chimique de base est un hétérocycle azoté sauf pour quelques substances dans lesquelles I'azote
est extra cyclique (c'est le cas de la colchicine et de I'éphédrine par exemple). Il existe plus de
six mille alcaloides mais ce chiffre est en constante augmentation (Judd et al., 2002).

3.1. Propriétés biologiques des alcaloides

Les alcaloides forment un groupe hétérogene du point de vue de leur structure, de leurs
propriéetés et de leurs effets biologiques. lls agissent directement sur le systeme nerveux avec
des effets sur la conscience et la motricité. L action sur le systéeme nerveux peut aller jusqu’a
une action antispasmodique, mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et narcotique
(Bruneton, 1999). Les alcaloides sont aujourd’hui nommés d’apres la plante qui les a fournis,
toujours avec une terminaison en « ine ». D’une fagon générale, les alcaloides sont amers et
utilisés comme apéritifs (Bruneton, 1999).

Les alcaloides sont utilisés dans plusieurs médicaments, ils affectent chez 1’étre humain le
systeme nerveux particulierement les transmetteurs chimiques tels 1’acétylcholine,
norépinephrine, acide a aminobutyrique (GABA), la dopamine et la sérotonine, d’autres effets
pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que I’effet analgésique
(cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive (réserpine),
antitussive (codéine), stimulant centrale (cafeine), problemes cardiaque et diurétique narcotique

(morphine), anti-tumeur et sympathomimétique (éphédrine) (Badiaga, 2011).
4. Les Terpenoides

4.1. Structure

Les terpenoides sont des composés constituants I'un du plus grand groupe de produits
naturels expliquant plus de 40000 différents composes, avec plusieurs nouveaux CoOmposés
étant découverts chaque année (Sacchettini et Poulter, 1997).

Les terpénes sont des hydrocarbures avec une structure soit cylique ou bien a chaine ouverte,
leur formule est (C5HX) n, le X est variable selon le degré d’insaturation de la molécule, la
valeur de X est de 1 a 8, mais chez les polyterpénes cette valeur peut atteindre jusqu’au 100.
La molécule de base des terpenoides est ’isopréne C5HS (Figure 22) (Loomis et Croteau,
1980).
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Figure 22 : La molécule d’isopréne (Loomis et Croteau, 1980).

La plupart des terpenoides sont d’origine végétale ; cependant, elles sont €galement synthétisées
par d'autres organismes, tels que les bactéries et les levures en tant qu'éléments du métabolisme

primaire ou secondaire (Rabi et Bishayee, 2009).
4.2. Classification

Selon le nombre de répétition de 1’'unité d’isoprene, les terpenoides sont divisées en
hémiterpénes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpenes (C20), sesterpenes
(C25), triterpénes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpenes (Bruneton et al., 1999).

4.3. Proprietés biologiques et pharmacologiques des terpenoides

Les diverses fonctions des terpenoides leurs conferent un intérét accru pour une
utilisation commerciale. Les terpenoides sont avéerées utiles dans la prévention et la thérapie de
plusieurs maladies, y compris I’effet anticancéreux, I’effet antimicrobien, antifongique,
antiparasitaire, antivirale, antiallergique, antispasmodique, anti hyperglycémique,
antiinflammatoire, et immunomodulatrice. Encore, les terpénoides peuvent étre employés
comme des substances protectrices surtout comme ils ont des propriétés insecticides (Rabi et
Bishayee, 2009 ; Shah et Seth, 2010).
La diversité structurale des triterpenes confére des propriétés pharmacobiologiques variées
parmi leurs effets : I’effet antinoceptif, cytoprotectif, antifongique et anti oedémateux (Shah et

Seth, 2010).
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1. Activité antioxydant

1.1. Généralité

Des molécules pro-oxydantes appelées radicaux libres ou espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) sont produites quotidiennement dans I’organisme. Ces derniéres sont
cependant controlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est
rompu en faveur des radicaux libres (figure 23). Toutefois, une production excessive de ces
molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la
balance oxydant/antioxydant (Papazian et Roch, 2008 ; Christophe et Christophe, 2011).
Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que 1’exposition aux radiations ionisantes
(exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le contact
avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et de I’alcool, la prise de certains
médicaments, la pratique du sport intensif et tout processus susceptibles de surcharger les
réactions de détoxication hépatique, notamment une importante perte de poids (Poirier, 2004 ;
Meédart, 2009).

Figure 23 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

1.2. Définition du radical libre

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante « libre» en contenant un ou plusieurs
électrons célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande
réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en

oxydant un autre composé (Goudable et Favier, 1997).
1.3. Oxygéne et espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules
transforment les nutriments apportés par l’alimentation en énergie et en eau. Cette

transformation génére environ 2% de molécules d’oxygeéne (Edeas, 2005).
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L’oxygéne (figure 24) peut s’avérer délétére en raison de son caractére oxydant, il est a I’origine
de la formation de dérivés plus réactifs appelés espéces réactives de I’oxygene (Ichai et al.,

2011).

Lumitre UV oxvdases

|02

Oxyeéne singulel Oxypéne eroxyde d'hydrogénes
Superoxyde
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Fei+
Monoxyde d'azofe Anion superoxyde
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BEFOXVRIFiE Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure 24 : Origine des différentes espéces réactives de I’oxygene impliquées en biologie
(Favier, 2003).

+ Radical superoxyde (O2)

Dans I’organisme, une partie de [’oxygéne moléculaire peut capter de maniere

univalente et séquentielle un électron conduisant alors la formation du chef de file des especes

oxygénées réactives : I’anion superoxyde (02 + € — 02") (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

4+ Peroxyde d’hydrogéne H,O>

Le Peroxyde d’hydrogene H20: qui n’est pas un radical libre peut étre formé
secondairement a la dismutation de (O2") par la superoxyde-dismutase ou produit par réduction
bivalente de I’oxygéne grace a un grand nombre de déshydrogénases, notamment 1’acyl CoA
déshydrogénase, la NADH déshydrogénase, la xanthine oxydase, 1’uricase, la mono-amine-

oxydase...etc. (Karp, 2010).
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O +2H* —— H0:,+ 02
O,+2e+2H" —— H>0O»

Le peroxyde d’hydrogene (eau oxygénée) est également un agent oxydant trés réactif ; c’est
pour cela qu’on I'utilise souvent comme désinfectant et comme agent de blanchiment. S’il n’ est
pas rapidement détruit, il peut se décomposer et produire des radicaux hydroxyles qui

s’attaquent aux macromolécules de la cellule (Karp, 2010).
+ Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OHe) est formé principalement par la dégradation du H.O, en
présence de métaux de transition sous leur forme réduite, ainsi H>O> associé a du fer ferreux

conduit a la réaction de Fenton.
Fe?* + H,0, — Fe**+ OH + OHe (Réaction de Fenton)

H20, peut également réagir avec le radical superoxyde, aboutissant Ia encore a la production
du OHe, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss (Sorg, 2004).

Fe (I11)/Cu (1)
e0* + H,0» » O,+0OH +OHe

D’autres voies de formation de ’OHe sont : la décomposition de 1’acide peroxonitrique et la
réaction de ’acide hypochloreux avec O2* (Bartosz, 2003).

Avec une demi vie de I’ordre de la nanoseconde, le radical hydroxyle est le plus réactif de toutes
les especes dérivées de 'oxygene, il réagit avec de nombreuses especes moléculaires se
trouvant dans son voisinage (protéine, lipide, ADN) entrainant ainsi de multiples dommages, il
apparait comme 1’espéce réactive ayant une responsabilit¢é majeur dans la cytotoxicité des

radicaux libres (Guetteridge, 1993).

- 3+ 2+ .
0, + Ffu — O, +Fe . Réaction de Fenton
H,0; + F¢©© — 'OH+ OH +Fe
0,” +H,0, — 'OH+ OH +0, Reéaction d'Haber-
Weiss
+ D’autres espéces réactives de I’oxygéne
Les especes réactives de 1’oxygeéne comprennent non seulement les radicaux libres

oxygénés, mais aussi, les radicaux libres dérivent d’autres espéces que 1’oxygene par exemple

: 'acide hypochloreux (HCIO), le monoxyde d’azote NO, qui se combine aisément avec le 0%
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pour former le peroxynitrite (ONOO~) (Moussard, 2006), agent non radicalaire & la fois
oxydant et nitrosant (Beaudeux et al., 2006).

1.4. Conséquence du stress oxydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN (Hadj Salem,
2009), les lipides (peroxydation), les protéines (Jacob, 2007)...etc. Cette oxydation provoque
des dommages sur tout I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et
neuro-dégénératives, cancer, diabéte...etc.) (Pincemail et Defraigne, 2003) et la dégradation
des cellules et des tissus (Bonnet et al., 2010). La figure 25 représente un exemple des

dommages causés par les especes réactives de I’oxygéne au niveau de I’ADN.

o I
T —,*o,

%O NHz ||r) H,0 o

B-HO-dG DN A
thrl o -7 A -dibydro- Tyl 0
AG radical %
I DNA single

1O
%U‘Uld break
dG-C4- (s}
hydroperoxid Guanin ) -
Guanin 0 (s coo
o Oy I -
O\ __7____T‘— (OH
HOO .
Pz « T Guanin o '\\_)
f

HO* HO N
o MNH
OH™ (n+ 1+ .\) <J f\f)\
DINA Me N7 N TMNH:
Fenton %
base propenal

reacticn ot + 2+
Me" (eg. Cu” . Fe ") CHO

H30,

% < f)\/j

o

% ; l.Nz—pmp-eno—dG
DMNA adduct
Q“ { i i 5]

(pyvimidopsurino

Figure 25 : Dommages causés par les ERO au niveau de I’ADN.

1.5. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir au niveau
de la cellule des concentrations non cytotoxiques des ERO (Vansant, 2004).

Notre organisme réagit donc de facon constante a cette production permanente de radicaux

libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour
détoxifier la cellule (Favier, 2003).

1.6. Les sources d’antioxydants

Les antioxydants sont d’origine médicamenteuse et alimentaire :
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a) Les médicaments

Actuellement, plusieurs agents thérapeutiques notamment les antihypertensifs, les bétas

bloquants et les anti-inflammatoires non stéroidiens ont été évalués pour leurs propriétés

antioxydantes. On cite les exemples :

+ Le Probucol agit comme un antioxydant en supprimant 1’oxydation des lipoprotéines

de basse densité.

+ La N-acétylcystéine agirait de maniére significative dans la régénération d’un

antioxydant connu : le gluthation (Calvin, 2001).

b) L’alimentation

1. Les antioxydants naturels

De nombreuses molécules possédant des propriétés antioxydantes ont éte isolées du

monde vegeétal particulierement le resvératrol (raisin), les polyphénols du Ginkgo,

I’épicatéchine du thé vert, du vin rouge, I’hydroxytyrosol de I’huile d’olive (Hennebelle et al.,

2004).

Les fruits et les légumes composants notre alimentation sont généralement riches en

antioxydants naturels tels que :

*

La vitamine E (tocophérol) prévient la peroxydation des lipides membranaires in
vivo en capturant les radicaux péroxyles. Elle est retrouvee dans les huiles végétales,
les noix, les amandes, les graines, le lait, les ceufs et les 1égumes a feuilles vertes
(Aouissa, 2002).

Le B caroténe possede, outre I’activité provitaminique A, la capacité de capter I’oxygeéne
singulet. 1l est présent dans les légumes verts, les épinards, les carottes, la papaye et
d’autres fruits jaunes.

La vitamine C est un puissant réducteur et joue un réle important dans la régénération
de la vitamine E (Sies et Stahl, 1995). Elle est présente dans les légumes, le chou, le
persil, les agrumes et le Kiwi.

Le sélénium est un antioxydant essentiel. Il agirait comme une coenzyme pour la
glutathion Peroxydase, enzyme antioxydant capable de réduire les lipides oxydés des
membranes cellulaires. On le trouve dans la viande, le poisson et les céréales.

Les composés phénoliques (ont été décrits au chapitre I1).
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1.7. Mécanismes d’actions des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de ’oxygene
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Diallo, 2005).
2. Activité antimicrobienne

2.1. Généralités

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car, elles ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).
Elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea).
Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria. Les bactéries ont
généralement un diamétre inférieur a 1pum. On peut les voir au microscope optique, a 1’état frais
ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en batonnet (bacilles), incurvée
(vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leurs structures ne sont visibles qu’en

microscope électronique (Nauciel et Vildé, 2005).
2.2. Culture des bacteéries

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base
d’extraits ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides
(bouillons) ou solides. La solidification des milieux est obtenue par I’addition de 1’agar, un
extrait d’algues qui a la proprié¢té de fondre a 1’ébullition et se solidifier a des températures
inférieures a 40°C. En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication
se traduit par un trouble, le plus souvent homogene. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de
bactéries est faible, chaque bactérie peut se multiplier sur place jusqu’a former un amas de
bactéries visible a ’ceil nu, que 1’on appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop élevée
dans I’échantillon ensemencé, les colonies sont confluentes et forment une nappe). L’emploi
des milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans un échantillon
(Nauciel et Vildé, 2005).

2.3. Lesantibiotiques

L’¢élimination des microorganismes pathogenes fait appel a des substances dites :

antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent des
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champignons). Ils ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber
leur croissance (effet bactériostatique) (Elghozi et Duval, 1992).

% Classification des antibiotilques :

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre
d'action, la cible ou la famille chimique. Cette derniére est la plus fréquemment rencontrée. Les
principales familles chimiques des antibiotiques sont: Bétalactamines : pénicilline,
céphalosporines ;  Aminosides :  streptomycine, gentamycine ; Chloramphénicol et
thiamphénicol ; Cyclines: tétracyclines, doxycycline. Macrolides et apparentés
érythromycine et oléandomycine (Cohen et Jacquot, 2001).

2.4. Les actifs antibactériens

Les composants avec des structures polyphénoliques comme les flavonoides et les
tannins étaient fortement actifs contre les microorganismes testés. Les membres de cette famille
sont connus pour étre, selon la concentration utilisée, soit bactéricides ou bactériostatiques. Les
polyphénoles entrainent notamment des lésions irréversibles sur les membranes et sont utilisés
dans les infections bactériennes, virales et parasitaires, quelle que soit leur localisation
(Chaumont et al., 2001).

Les alcools monoterpéniques (monoterpénols), viennent immediatement apres les phénols, sont
connus pour avoir une action plus bactéricide que bacteriostatique. Des molécules a large
spectre, elles sont utilisées dans de nombreuses infections bactériennes, elles agissent comme

des agents dénaturants des protéines ou comme des agents déshydratants (Onawunmi, 1984).
2.5. Description des bactéries utilisees
a) Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al., 1988), de forme non
sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur
varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al., 2004).

Les bactéries appartenant a I’espéce E. coli constituent la majeure partie de la flore microbienne
aérobie du tube digestif de ’homme et de nombreux animaux. Certaines souches sont
virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou chez certaines espéces
animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore des
meningites néo-natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale peuvent étre
responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses

immunitaires affaiblies (Patrick et al., 1988).
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b) Staphylococcus aureus

Les espéces Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diamétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas (grappe
de raisin). Ce type de bactéries est immobile, asporulé, habituellement sans capsule. De
nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré (Patrick et
al., 1988). S. aureus est la cause de méningite, ostéomyélite et la diarrhée (Steven et al., 2004).

c) Pseudomonas aeruginosa

Les especes Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries

fines sont de 1.5 a 3 um de longeur et 0.5 a 0.8 wm de largeur. Elles sont mobiles grace a une
ciliature de type polaire monotriche, ce type de bactéries possede un aspect de « vol moucheron
».
P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 % de 1’ensemble
des infections nosocomiales, occupant le 3°™ rang aprés E. coli et S. aureus, mais le 1% rang
pour les infections pulmonaires basses et le 3*™ rang pour les infections urinaires (Richard et
Kiredjian, 1995).

d) Klebsiela oxytoca

Le genre Klebsiella (klebsielles), de la famille des entérobactéries, comporte cing
especes dont I'espece type est Klebsiella pneumoniae qui est la plus fréquente des bactéries a
Gram négatif, ces bactéries causent jusqu'a 5 % des infections urinaires communautaires et 9 %

des nosocomiales (Francois et al., 2007).
e) Bacillus subtilus

C’est une bactérie a Gram positif. Sa longueur varie de 2 a 4 um et sa largeur de 0,5 a
2 um. Elle a pour forme cellulaire des batonnets droits a bout arrondis. Elle est mobile grace a
une ciliature péritriche (un systeme de flagelle qui recouvre tous les cotés de la surface d'une
bactérie). Elle est aérobie stricte, sa température optimale est de 40 °C (espece meésophile) et
son type trophique est chimioheterotrophe. Enfin, son temps de génération est d'environ 26
minutes. Les conditions optimales de croissance de cette souche se situent pour un pH compris
entre 5,5 et 8,5, et a une température de 10 °C a 50 °C (Francois et al., 2007).
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3. Activité anti pyrétique
3.1. L’hyperthermie et fiévre

La fievre est I'élévation de la température corporelle centrale au-dela de 38°C due a une
modification du point d'équilibre thermique. On parle de fiévre aigué quand le symptome dure
depuis moins de 5 jours ; au-dela de 21 jours on parle de fiévre prolongée ou de fievre au long
cours. C'est un symptdme extrémement fréquent car il accompagne un grand nombre de
maladies infectieuses, le plus souvent bénignes et particulierement banales dans la petite
enfance. Ainsi, la fiévre est le premier motif de consultation chez I'enfant et le premier motif

d'admission dans les services d'urgences pédiatriques (Pontuall et Gaudelus, 2002).
3.2. Lesantipyrétiques

Ce sont des médicaments a action symptomatique qui atténuent ou abolissent les
sensations douloureuses ou de la fievre sans provoquer une perte de conscience ou une
dépression des autres sensations. Ils constituent une famille hétérogéne du point de vue
chimique et pharmacologique (lIgor, 2003). IIs sont soit périphériques, agissant a I’endroit de
la douleur, soit centraux, agissant sur le systéme nerveux central (dans le cas de la fiévre)
(Denis, 2010).
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Etudes Pratiques Chapitre I : Matériel & Méthodes

L’étude expérimentale a été effectuée au sein du laboratoire de Biochimie, Université

Abbés Laghrour - Khenchela.
I. Matériel utilisée
1. Matériel biologique (Echantillonnage)

1.1. Matériel végeétal

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes (tige, feuille, fleure) de
Feoniculum vulgare, La récolte a été effectuée au mois de juin 2015 des environs de la ville de
Khenchela. L'opération de sechage est effectuée dans l'ombre, et loin de I'humidité.
L’identification botanique de I’espece a été réalisée par Mr Zeraib Azeddine (MAA biologie
vegeétale université Abbes Laghrour Khenchela). Aprés séchage, la partie aérienne a été broyee

pour obtenir une poudre fine, qui a servi pour la préparation de I’extrait.
1.2. Les souches bactériennes testées

Les souches utilisées pour déceler 1’activité antibactérienne de 1’extrait de Foeniculum
vulgare sauvage sont des souches référentielles de type ATCC (I'American Type Culture
Collection). Les souches bactériennes utilisées sont :

v’ Escherichia coli (ATCC25922) (Gram -);
v Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) (Gram -);
v Klebsiela oxytoca (ATCC25922) (Gram -) ;
v’ Staphylococcus aureus (ATCC25923) (Gram +) ;
v’ Bacillus subtilus (ATCC21332) (Gram +).
Toutes ces souches sont fournies par le laboratoire de microbiologie, université Abbes

Laghroure Khenchela.

1.3. Matériel animale

L’activité antipyrétique de ’extrait méthanolique a été réalisée sur des rats femelles
wistar dont le poids varie entre 150 et 200g provenant du laboratoire de 1’université de
khenchela. Les animaux sont répartis en 4 lots ayant libre acces a ’eau et a la nourriture ou la

température moyenne varie entre 20-25°C.
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1. Méthodes

1. Extraction

L’extrait méthanolique de différente partiec de Foeniculum vulgare a été préparé selon
la méthode de Tadeg et ses collaborateurs (2005).
300g de la poudre de Foeniculum vulgare sont mises a macérer pendant une nuit a température
ambiante, dans un mélange méthanol et eau distillé (7:3 V/V), L’extrait hydro-alcoolique est
récupéré dans un premier temps apres filtration du mélange par pompe a vide (filtration sec),
I’opération est refaite 2 fois avec renouvellement du solvant. Le filtrat est ensuite concentré
(élimination de méthanol) par évaporation sous pression réduite dans un évaporateur rotatif
(HAHNVAPOR) a une température de 40°C. L'extrait obtenu a été conservés a 4° C jusqu’a
son utilisation.

Les différentes étapes du protocole d’extraction sont résumees dans la Figure 26.

[ 300 g de poudre (Matiere végétale) J

ambiante durant 24 h a

{ Macération a température } a

Extraction avec méthanol - eau (7:3 V/V) ]

Filtration sur papier |
wattman (n°3) | |

[ Marc résiduel ] [ Filtrat (1) ]
= #

26MC\facération successives

méthanol - eau (7 :3) VIV Les Filtrats (1,2 et 3) sont réunis
r] puis évaporés au moyen d’un
v évaporateur rotatif (40°C)

[ Marc résiduel ] -
§

3€Me \facération successives
méthanol - eau (7 :3) VIV

r| | Extrait méthanolique
brute

[ Marc épuisé ] [ Filtrat (3) ]

Figure 26 : Protocole d'extraction des métabolites secondaires. (Tadeg et al., 2005).
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2. Détermination du rendement

Le rendement d’extrait méthanolique (R) est le rapport entre le poids de 'extrait sec et
le poids de la plante en poudre utilisée (Ennadir et al., 2014). Il est exprimé en pourcentage est

calculé selon la formule suivante :

Pe

Ou:

R : Rendement d’extraction %.

Pe: Poids ou masse de I'extrait sec en gramme (g).

Pp: Poids ou masse de la poudre en gramme (g).
3. Etude phytochimique de I’extrait

Dans le but de caractériser I’extrait préparé a partir de la partie aérienne de Foeniculum

vulgare, des analyses qualitatives et quantitatives ont éte effectuées.
3.1. Analyses qualitatives

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(polyphénols, flavonoides....) dans notre extrait. Les essais de caractérisation en tube

permettent une recherche grossiére des composants chimiques.
3.1.1. Essais de caractérisation en tube (Screening phytochimique)

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des principales catégories des substances chimiques naturelles
contenues dans une plante et responsables de propriétés pharmacologiques.

Les tests phytochimiques sont réalisés sur I’extrait méthanolique.

3.1.1.1. Méthode
a) Recherche des Polyphénols

La caractérisation des polyphénols est faite selon la réaction au chlorure ferrique
(FeCls). Pour 2 ml de chaque extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique 2%
a été rajoutée. L’apparition d’une coloration bleu-noirétre ou verte plus ou moins foncée fut le

signe de la présence de polyphénols (N°’Guessanet al., 2009).
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b) Recherche des Flavonoides

5 ml de I’extrait méthanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlClz (1%). La

présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune (N’Guessan et al.,
2009).

c) Recherche des Coumarines

Parmi les composés réducteurs on note les coumarines, la mise en évidence de ces
derniéres se fait selon la méthode décrite par (Benmahdi, 2001). Placer 1 g d’échantillon de la
plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un papier imbibé d’une solution de
NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques minutes. Ajouter 0,5 ml de NH4+OH
(10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et exami ner sous la lumiere ultraviolette. La

fluorescence des taches confirme la présence des coumarines.
d) Recherche des Tanins

Pour 1ml de chaque extrait, nous avons rajoute le FeClz a 1 %. La couleur vire au bleu
noir, ce qui indique la présence de tanins galliques et la couleur brune verdatre indique la

présence de tanins catéchiques (Dohou et al., 2003).
e) Recherche des Anthraquinones

L'extrait (0,1 g) a éteé ajouté a 4 ml du mélange éther-chloroforme (1:1 v/v). La solution
ainsi obtenue a été traitée avec 4 ml de soude 10% et l'apparition d'une coloration rouge a

indiqué la présence des anthraquinones (Bruneton, 1999).
f) Recherche des Anthocyanines

L'extrait (0,1 g) a été ajouté a 5 ml d'une solution d'acide sulfurique 1%. L'apparition

d'une coloration orange a montreé la présence des anthocyanines (Bruneton, 1999).
g) Recherche des Saponosides

» Test 1 : 5 ml de I’extrait brut méthanolique sont mélangés avec 10 ml d’eau
distillée pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la
présence des saponosides (Bruneton, 1999).

» Test 2 :5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence

des triterpénes hétérosidiques (Benmahdi, 2001).
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h) Recherche des Terpenoides

Pour 0,5 g de chaque extrait ; nous avons rajouté 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique (H2S04) concentré. La présence de la couleur brune rougeétre a l'interface indique la
présence des terpénoides (Ayoola et al., 2008).

i) Recherche des Alcaloides

1 ml de chaque extrait est testé avec 5 gouttes de réactif de Mayer (Potassium Mercuric

Iodide), la formation d’un précipité jaune indique la présence des alcaloides (Tiwari et

Kakkar, 1990).
3.1.2. Caractérisation par chromatographie sur couche mince (CCM)

L’analyse de I’extrait brut par chromatographie sur couche mince (CCM, TLC en
anglais) nous permet dans un premier temps d’avoir une idée sur les différentes classes de

composés contenus dans I’extrait méthanolique brut.
3.1.2.1. Principe:

La CCM est une technique analytique simple, rapide et peu colteuse, utilisée au cours
de la séparation et de I’identification des métabolites. Elle repose principalement sur les
phénomenes d’adsorption et de partage, ou les molécules a séparer s’adsorbent a la surface d’un
support (phase stationnaire) et seront entrainées a travers ce dernier par un éluant (phase
mobile), donc las éparation est fonction des différences d’adsorption des composants de

I’échantillon sur la phase stationnaire et des différences de leur solubilité dans la phase mobile

(Braithwaite et Smith, 1999).
3.1.2.2. Mode opératoire :

Le développement de la plaque s’effectue dans la cuve en verre contenant 1’¢luant
approprié. Nous utilisons des plaques de Silice prétes a I’emploi a support en aluminium. Les
témoins et les échantillons sont déposés sous un faible volume (2- 4pl).

Le tableau IV renferme les différentes systémes des solvants (éluant) utilisé lors de I’analyse
de CCM, notons que tous ces systémes ont été rencontre dans la littérature, et chacun est utilisé

pour la séparation d’un type spécifique de molécules.
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Tableau IV : Systémes de solvants d’analyse pour la CCM.

Systémes Solvant

Systeme 1 | ethyle acétate/acide formique/AAG / eau (100 : 11: 11 : 26 v/v)

Systeme 2 | Acétone /eau (1 :1 v/v)

Systeme 3 | n-butanol/eau/acide acétique glacial (10 : 5 : 5 v/v)

Systeme 4 | Chloroforme/acide acétique glacial/méthanol/eau (64 : 32 : 12 : 8 v/v)

Systeme 5 | Chloroforme/acétone/ammoniaque 10% (80 : 40 : 15 v/v)

Systéme 6 | Chloroforme/Acétate d’éthyle/acide formique (50 :40 :10 v/v)

On place la plaque en position verticale ou légéerement inclinée dans une cuve en verre ; elle
repose contre 1'une des parois et est immergée d’environ 0,5 cm dans la phase mobile, qui est
constituée d’un ou de plusieurs solvants, et dont les vapeurs auront prealablement saturé la cuve
fermée. L’échantillon a étudier, dépos¢ a I’état liquide par appositions successives au moyen
d’une micropipette en verre et éventuellement séché par ventilation sera plus ou moins entrainé
par la progression par capillarité de la phase mobile vers le haut de la plaque. Le déplacement
de chaque molécule sur la plague dépend des interactions existant entre soluté, phase mobile et

phase stationnaire.
3.1.2.3. Révélation des plaques sous UV

Aprés développement dans une cuve en verre et séchage, les plagues ont été observées
sous lampe UV a 254 et 365 nm. Les couleurs des spots ont été enregistrées avant et apres

I’observation sous I’'UV.
3.1.2.4. Calcule du rapport frontal (Rf)

Le comportement d’une molécule particuliére dans un systéeme donné est exprime par
son Rf (Rate factor ou Rapport frontal) qui est le rapport de la distance parcourue par cette
molécule sur celle parcourue par la phase mobile (front du solvant) et qui peut donc étre compris

entre O et 1.

La distance parcourue par le constituant

Rf

~ La distance parcourue par le front de I’éluant
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3.2.  Analyses quantitatives
3.2.1. Dosage des polyphénols totaux
a. Principe

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Cioclateu (Singleton et al., 1999): ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3 PW12 040) et d’acide phosphomolybdique (H3 PMO12 Oa0)
Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe
ayant une couleur bleue constitué¢ d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la
couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés (Boizot et charpentier,
2006).

b. Mode opératoire

1 ml de réactif de Folin 2M (10 fois dilué) est ajouté a 200 ul d’échantillon ou standard
(préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 pl d’une solution
de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h
d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a 765nm. La courbe
d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique, en suivant les mémes étapes du dosage. Toutes
les mesures sont faites en 3 répétitions.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-160 pg/ml) et est exprimée en pg

d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
3.2.2. Dosage des flavonoides
a. Principe

La méthode du trichlorure d’aluminium AICIz (Kosalec et al., 2004) légérement

modifiée a été adoptée pour quantifier les flavonoides dans I’extrait méthanolique.
b. Mode opératoire

1 ml de la solution d’extraits (préparés dans 1’éthanol) est ajouté a 1 ml d’AlClz a 2%
dans le méthanol, le mélange est vigoureusement agité, puis I’ensemble est incubé a I’ombre a
la température ambiante pendant 30 minutes, I’absorbance est lue a 430 nm.
La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un

flavonoide standard, la quercétine (0-40ug/ml).
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La teneur en flavonoides est exprimée mg équivalent quercétine par gramme d’extrait
mgEQ/gE).
4. Etude des activités biologiques

4.1. Evaluation du pouvoir anti-radicalaire (test in vitro)

La détermination de I’activité anti-radicalaire de I’extrait méthanolique de Feoniculum
vulgare a été évaluée, in vitro, par le test de DPPH (effet scavenger). La principe de cette
meéthode Spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1- picrylhydrazyl) de
couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux libres, et
se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine (Koleva et al., 2002) Ceci permet de suivre la
cinétique de décoloration a 517 nm.

4.1.1. Le protocole expérimental

Pour cela, 30 ul de différente dilution de I’extrait méthanolique (40, 24, 16, 8 et 4
mg/ml) a été incubés avec 3 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0.04M). Apres une
période d’incubation de 30 minutes, les absorbances ont été lire et enregistrées a 517 nm. Le
contréle négatif est composé de 30ul de méthanol et de 3ml de la solution de DPPH.

Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par I’extrait de Feoniculum vulgare a été
calculé comme suit :
C— AE

A
I%:TX 100

Ou:

AC : absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif : DPPH seul)

AE : absorbance en présence de I’inhibiteur (le contrdle positif : DPPH avec I’extrait
méthanolique de I’espéce Feoniculum vulgare.
La concentration inhibitrice de 50 % de I’activité du DPPH (IC50%) de I’extrait a été par la
suite calculée a partir de la courbe qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de I’inhibiteur. Elle a été exprimée en pg / ml.
4.2. Etude de P’activité antibactérienne
4.2.1. Méthode d’évaluation (méthodes des disques)

L’effet antimicrobien est évalué selon la méthode de diffusion en milieu solide (Essawi
Srour, 2000 ; Celiktas et al., 2007).
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L’étude du pouvoir antibactérien par cette technique a €té identique a celui de I’antibiogramme,
la seule différence c’est le remplacement de I’antibiotique par I’extrait méthanolique de

Feoniculum vulgare.
4.2.2. Preparation de la suspension des souches de référence

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant
de la gélose nutritive. Aprés 18h d’incubation a 37°C, des suspensions microbiennes d’une
densité optique de 0.5 Mc Farland et été préparées, pour chaque microorganisme, dans 5 ml

d’eau distillée stérile.
4.2.3. Ensemencement

L’ensemencement a été faite sur un milieu Géloses Muller Hinton (MH), coulées en
boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm (Les géloses sont sechées avant emploi), les étapes
de ’ensemencement sont résumées comme suivant :

v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

v L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum ;

v' Frotter ’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées ;

v Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose ;

v Une série de dilutions (1/1 ; % ; Y% et 1/8) de I’extrait méthanolique (MeOH) dans le
diméthylsulfoxide (DMSO) est réalisée a partir d’une solution mére 200mg d’E-MOH

préalablement dissouts dans un ml DMSO.
4.2.4. Application des disques

L’opération d’application des disques au niveau de boites de Pétrie est résumée dans les
étapes suivant :
v Des disques de papier filtre de 6,0 mm de diameétre (Wattman n° 1) sont imprégnés
individuellement avec 15 pL d’extrait a différentes concentrations ;
v' A laide d’une pince stérile on applique les disques a la surface des milieux déja
ensemences ;
v" Un disque de I’antiboitque (Gentamicine 30ul) est placé dans la boite de Pétri comme

contréle positif ;
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v Un disque imprégné de 5 pl de DMSO est utilisé comme témoin négatif ;
v Chaque test est réalisé en trois répétitions ;
v' Les boites sont fermées et incubées a température ambiante pendant 20 min, ensuite
dans une étuve a 37 °C /24 h.
4.2.5. Lecture
La lecture se fait aprés 18 a 24 h d’incubation a 37°C, I’obtention d'un halo clair autour
du disque indique l'inhibition de la croissance microbienne. Le diamétre de la zone d'inhibition
est mesuré en mm incluant le diamétre du disque.
Cette sensibilité est classee selon Ponce et al., (2003) comme suit :
> Non sensible pour un diametre inférieur a 8 mm ;
> Sensible pour un diamétre de 9-14 mm ;
» Tres sensible pour un diametre de 15-19 mm ;

» Extrémement sensible pour diamétre supérieur a 20 mm.
4.2.6. Expressions des résultats

Les résultats expérimentaux sont exprimes selon la moyenne des valeurs obtenues +

I’écart type (SD).
4.3. Etude de I’activité antipyrétique

16 Rats wistar femelle sont utilisés pour 1’évaluation de ’activité antipyrétique de
I’extrait méthanolique de Foeniculum vulgare. Les rats sont placés a jeun pendant 16h avant
I’expérience.

Les rats sont répartis en 04 lots de 04 rats

» Lot (01) : Solution physiologique NaCl 9 % (Témoin).

» Lot (02): Aspirinel00mg/kg.

» Lot (03) : 200 mg/kg d’extrait de Foeniculum vulgare.

> Lot (04) : 400mg/kg d’extrait de Foeniculum vulgare.

Apreés la prise de température rectale, les rats femelles ont recu, par gavage les différentes doses
de I’extrait méthanolique de Foeniculum vulgare, une heure aprés I’administration des extraits
par gavage, la prise de température a été faite de nouveau avant la provocation de
I’hyperthermie.

L'hyperthermie est induite par I’injection sous-cutanée dans la région dorso-latérale d’une
suspension aqueuse de levure (20 %) en raison de 1 ml pour 100g de poids corporel (Sawadogo,

Boly, Lompo et al., 2006). Les températures rectales sont prélevées 30mn aprés l'injection de
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levure a l'aide d'un thermomeétre. Aprés la prise de température rectale, celle-ci a été prise de

nouveau chez chaque rat toutes les heures pendant quatre heures.
5. Etude statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées par le logiciel statistique Mini-tab et Microsoft
Excelle. Les expériences in vitro ont été faites en triple et d’autres en double, Les résultats ont
été présentés par la moyenne avec son écart type (n = 2 ou 3) pour chaque cas. Les résultats
quantitatifs des différentes évaluations réalisées in vivo sont exprimés en moyennez+ écart type.

Ces résultats sont traités statistiquement par le test d’ANOVA et teste t de student (6=5%).
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Ce chapitre présente tous les résultats obtenus au cours des expériences effectuées ainsi

que leurs discussions.
1. Résultat de I’Etude phytochimique

1.1. Extraction et calcul du rendement

L’extrait a été préparé a partir de la poudre de la partie aérienne de Foeniculum vulgare.
Les résultats sont représentés dans le Tableau V.

Tableau V : Caractéristiques de I’extrait méthanolique de Foeniculum vulgare.

Plante Masse de | Extrait Masse Aspect Couleur Rendement
la poudre (R%)
Foeniculu Pate )
300g MeOH | 48,239g Marron foncé | 16,079%.
m vulgare collante

En comparaison avec les résultats d’Anwar et al (2009), qui ont trouvés un rendement de
P’ordre de 12,11%, il apparait que seul de notre extrait brut est legerement supérieur dans ce
présent travail.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car, le
rendement n’est que relative et semble Etre 1i¢ aux propriétés génétiques des plantes, ainsi qu’a
I’origine géographique, aux conditions et durée de stockage, la période de la récolte et aussi

aux méthodes d’extractions appliquées.
1.2. Analyses qualitatives
1.2.1. Essais de caractérisation en tube (Screening phytochimique)

Les tests phytochimiques réalisés sur ’extrait méthanolique de Foeniculum vulgare
révelent la présence de plusieurs familles de composés dont les résultats sont présentés dans le
Tableau VI.
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Tableau VI : Résultat d'essais de caractérisation en tube.

Composés Réaction, réactif Pextrait MeOH (F.v)

Polyphénols FeClz a 2% +
Flavonoides AICl3 (1%). +
Coumarines NH4OH (10%) UV +
Tanins FeClzal% +
Anthraquinones NaOH (10%) +
Anthocyanines H2S04 1% -
Saponosides La mousse -
Terpenoides H2S04 1% +

Alcaloides Réactif de Mayer (£

(+) Réaction positive, (+) Trace, (-) Réactions négatives.

Ces résultats ont montré que la plante est tres riche en polyphénoles et flavonoides. On note
aussi la présence des tanins, des anthraquinones, des composés réducteurs (coumarines) et des
traces des alcaloides sels. Alors qu’on a constaté 1’absence totale des saponosides et des

anthocyanines dans I’extrait méthanolique.
1.2.2. Chromatographie sur couche mince

Le développement de la méthode pour la CCM commence non seulement par le choix
de la phase mobile de séparation, mais aussi le choix de la phase stationnaire, la technique de
développement choisie, la dimension de la chambre de développement et de I’espace vapeur
ont un effet prononceé sur la séparation (Yrjonen, 2004). Six systéemes de solvant ont été utilisés,
les chromatogrammes résultants comportent une série de spots (Figure 27), I’identification des
composes était basée sur la comparaison des Rfs et couleurs observés sous lampe UV des taches

apparues sur CCM.
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Figure 27 : Photos des chromatogrammes sous lampe UV a 365 nm résultant de I’analyse de
I’extrait méthanolique par CCM.

A : photo du chromatogramme sous lampe UV a 365nm, montrant des taches de couleurs
différentes, qui se sont separées apres développement de la plaque par le biais du systéme
solvants S3 : n-butanol/eau/acide acétique glacial : (10 :5:5v/v);

B : Photo du chromatogramme résultant de la migration de dép6t de ’EMB par le biais du
systéme de solvant S5 : chloroforme/acétone/ammoniaque 10% : (80 : 40 : 15 v/v) ;

C : Photo du chromatogramme résultant de CCM dont I’éluant est form¢ par le systéme de

solvant S6 : Chloroforme/Acétate d’éthyle/acide formique (50 :40 :10 v/v).

Les résultats de la CCM de I’extrait sont résumés dans le tableau VII. 11 s’agit des informations

sur les facteurs de rétention des constituants chimiques, ainsi que leur comportement a la

lumiere UV (a 254nm et a 365nm), un ensemble de spots a été obtenu par les différents systémes

solvants.
Tableau VII : Résultats de CCM avec les différents solvants utilisés.
. ) Type de phénol/
Systeme Nombre Rapport Observation | Fluorescence ]
. . flavonoide possible
de solvant de spot frontale (Rf) a254 nm a 365 nm
(Markham, 1982)
1 0.84 Jaune claire | Acide phénol, flavonol
S1 2 0.40 Jaune claire Flavonol
3 0.30 Jaune orange Flavonol
S2 0 0
S3 1 0.41 Viole claire Flavones
2 0.27 Tache noire = Gris claire
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1 0.59 Tache noire = Gris claire
34 _ _ Flavones, Flavonols,
2 0.509 Violet claire _ )
acide phenol
1 0.89 Tache noire Bleu Acide phénol, flavones
S5 2 0.56-0.58 Violet Acide phénol, favones
3 0.14 Tache noire Gris
4 0.072 jaune Flavonols
] Bleu balnc Flavonols, flavones,
1 0.68-0.65 Tache noire )
fluorescence | isoflavone, flavonones
] Bleu balnc | Isoflavone, flavonones,
2 0.60-0.56 Tache noire
fluorescence flavonols, flavones
3 0.51 Jaune blanc Flavonols
S6 : . . .
4 0.34-0.35 Violet claire | Flavones, acide phénol
5 0.26-0.28 Jaune Flavonols,
6 0.21 Tache noire Jaune Flavonols,
7 0.14-0.11 Violet Flavones, acide phénol
8 0.054 Bleu claire Acide phénol,

Avant tout commentaire, il est important de signaler que les valeurs de Rfs observés sont
difficilement reproductibles, car, ils sont influencés par de nombreux facteurs tels que la

température, I’humidité, la qualité de la plaque et la quantité de 1’extrait déposé...etc.

Le systéme de solvant utilisé qui a permis d’avoir une bonne séparation et une visibilité
acceptable des spots, ¢’était seul de S6, avec 8 spots (Figure 27), suivit de systeme S5 (4 spots),
puis S1 avec 3spots, puis S3 et S4 avec 2 spots, alors que le systéme S2 n’a pas pu donner des
spots visibles a UV.

Le premier et le sixieme systéme de solvant séparent essentiellement les flavonoides, alors que
les systémes de solvants S2, S3 et S4 sont adaptés respectivement a la séparation des alcaloides,
les tanins et les saponosides, tandis que 1’acétone/eau (systéme S5) est adopté a la séparation
des anthocyanidines et leurs familles.

L’analyse de I’extrait MeOH de la plante FV a montré apres observation a 'UV (254 et 365
nm) une richesse en constituants chimiques. A 254 nm, la majorité des spots apparaissent
sombres. A 365 nm, les spots apparaissent en différentes colorations (vert, jaune, violet, gris...).

Tout ce nombre de spots élevé et de couleurs variés constitue une indication sur la présence de
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plusieurs types de substances chimiques. Selon Bruneton (1993), la fluorescence a 365 nm
pourrait indiquer la présence des coumarines, des stérols ou des triterpénes.

A P’ceil nu, les taches a Rf égaux a 0.02, 0.07, 0.18 et 0.87 apparaissent vertes. Les colorations
vertes de certaines taches 4 I’ceil nu de I’extrait sont typiques des chlorophylles.

La CCM nous a permis de contrdler la qualité de notre extrait, méme si elle n’est pas suffisante
pour identifier un constituant précis, elle nous a permis d’obtenir des renseignements utiles sur

les éléments constitutifs de notre extrait (fluorescence, coloration, facteur de rétention...).
1.3. Analyse quantitative
1.3.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides :

Le dosage des polyphénols totaux effectué selon la méthode de Folin-Cioclateu montre
que la plante contient 146,53 + 0.81 mgEAG/gE (mg équivalent acide gallique par gramme
d’extrait), tandis que la détermination du taux des flavonoides par la méthode de trichlorure
d’aluminium révele la présence de 47,57 + 0.53mgEQ/gE (mg équivalent quercétine par
gramme d’extrait) de flavonoides. Les résultats sont résumés dans le tableau VIII (Chaque

valeur représente la moyenne £+ SD avec n=3).
Tableau VI1II : Resultats du dosage des Polyphénols totaux et des flavonoides.

Polyphénols totaux

) Flavonoides
Extrait Rendement (%) (ug EAG/mg
: mgEQ/gE
d’extrait)
EM de Foeniculum v 16,079%. 146,53 £ 0.81 44,57 +0,04

L’étude quantitative de I’extrait méthanolique de Foeniculum vulgare, au moyen des dosages
spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur des polyphénols totaux
et des flavonoides.

On constate que la teneur en polyphénol est supérieure a celle des flavonoides. Ces résultats
sont en accord avec ceux de Roby et al (2013).

La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribués.

Les polyphénols sont estimés par plusieurs méthodes, comme la méthode de bleu de Prusse
(Graham, 1992), mais la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO12040). Il est réduit par les phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de
molybdéne (Boizot et Charpentier, 2006).
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En présence des polyphénols, le complexe Folin-Ciocalteu change sa couleur du jaune au bleue,

ce qui permet de mesurer I’intensité de la couleur a longueur d’onde de 765 nm (Huang et al .,

2005).

Figure 28 : Dosage des polyphénols totaux avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car I’utilisation de
différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une comparaison entre les études.
Plusieurs facteurs peuvent influencer sur la teneur en composeés phénoliques. Des études
récentes ont montré que les facteurs extrinseques (tels que des facteurs géographiques et
climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la
durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols (Aganga, 2001).

Les résultats obtenus par I’étude phytochimique nous a donné une bonne prévision concernant
I’activité biologique de la plante, bien qu’elle soit générale et imprécise, elle reste
encourageante surtout que ces composés phytochimiques dont on a prouvés la présence sont
connus par leurs effets pharmacologiques et d’étre impliqués dans de nombreuses activités

biologiques.
2. Resultats des tests biologiques

2.1. Activité anti-oxydante par la méthode de DPPH

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique vis-a-vis du radical DPPH a été
évaluée par la méthode spectrophotométrique en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.
Les moyennes des deux mesures des absorbances de chaque solution interne ainsi que leurs
moyennes des deux pourcentages d’inhibition sont représentées dans le tableau IX.

Le pourcentage d’inhibition est calculé avec la formule déja donnée dans le protocole
expérimental :
C—- AE

A
I%:TX 100

AC =0.767 : absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif : DPPH seul).

AE = absorbance de I’échantillon (DPPH avec I’extrait méthanolique).
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Tableau IX : Les moyennes des deux mesures des absorbances de chaque solution interne
ainsi que leurs moyennes des deux pourcentages d’inhibition.

Concentration interne Les moyennes des deux Les moyennes des deux
(DPPH avec extrait) Absorbances pourcentages d’Inhibition
(mg/ml)

0.396 0,537 97,91+0,36

0.237 0,338 86,440

0.158 0,263 65,71+2,39

0.079 0,104 55,86+0,46

0.039 0,016 29,98 +2,58

AC =0,767

Les figures 30 et 29 représentent respectivement 1’histogramme et la courbe qui montrent la

variation des moyennes des deux pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations

internes.
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Figure 29 : Variations des moyennes des deux pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations internes.
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Figure 31 : Variations des moyennes des deux pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations internes.

Figure 30 : Décoloration de la solution du DPPH du violet en

jaune en fonction de la concentration.

Daprés la figure 31, qui représente la décoloration du DPPH en fonction des différentes
concentrations d’EMFV, on constate que le passage du radical DPPH a un état stable DPPHH
conduit a cette décoloration, ce qui confirme le pouvoir antioxydant du Feoniculum vulgare.

Le profil d’activité antiradicalaire obtenu révele que notre extrait posséde une activité dose
dépendante.
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«» Détermination d’IC50

A partir de la figure (5), on a pu déterminer graphiquement la valeur d’IC50, celle-ci
exprime la concentration de I'échantillon exigée pour réduire le DPPH: en solution de 50 %
(Markowicz Bastos et al., 2007).

IC50 de ’EM de Feoniculum v =76 ug/ml

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux trouvés par Bettaieb et al, (2016), qui ont
montré que 1’IC50 de ’EM de Feoniculum vulgare du Maroc (Ouazzane) est de 1’ordre de
(76,67 ug/ml).

Il est nécessaire de préciser qu’un résultat observé lors de I’évaluation d’un extrait brut ou d’une
fraction enrichie est la composante de deux parametres : I’activité intrinseque d’un produit,
d’une part, et d’autre part, sa quantité relative dans I’extrait. Ainsi, I’activité marquée d’un
extrait peut tout aussi bien provenir d’une faible quantité de constituants tres actifs, que d’une
grande quantité de constituants peu actifs. De plus, il se peut qu’une activité observée résulte
de la somme d’activités de plusieurs constituants (Cavin, 2007 ; Sokol-Letowska et al., 2007).
En effet, plusieurs études ont demontré l'existence d'une relation étroite entre le contenu en
polyphénols du matériel vegétal et sa capacité antioxydante (Vinson et al., 1995 ; Burda et
Oleszek, 2001).

Le niveau de correélation entre le contenu phénolique et I'activité anti-oxydante est un aspect
intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques répondent
differemment dans l'analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que les composés
phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui peuvent étre
présents dans un extrait (Tawaha et al., 2007). Cette activité est suffisamment importante pour
permettre I'utilisation de la plante de fenouil comme une nouvelle source naturelle d’additifs
alimentaires et d’antioxydants puissants en industrie alimentaire.

En conclusion, il convient de dire bien que les teneurs en composés phénoliques constituent un
facteur de valorisation de la capacité antioxydante des especes végétales, la qualité de ces
molécules serait beaucoup plus intéressante puisqu'elle détermine I'ampleur de leurs propriétés
biologiques (Bettaieb et al., 2016).

2.2. Activité antibactérienne

La méthode de disque a permis de déterminer 1’action des extraits de la plante dissouts

dans le DMSO sur les différentes souches, celle-ci se traduit par 1’apparition d’une zone
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d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné de 1’extrait comme témoin de

I’absence de croissance bactérienne dans cette zone.

Nous avons évalué ’activité antibactérienne de 1I’extrait méthanolique de Feoniculum v, cette

activité a éteé révélée sur cinq souches bactériennes a savoir (Escherichia coli (ATCC2592),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Klebsiela oxytoca (ATCC25922), Staphylococcus
aureus (ATCC25923) et Bacillus subtilus (ATCC21332).

Le diameétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’une dose a une autre.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau X :

Tableau X : Résultats de l'activité antibactériennes de ’extrait méthanolique de foeniculum

vulgare sauvage et le controle positif.

Diamétres d’inhibition (mm) incluant le diametre du disque (6mm) les valeurs
représentent la moyenne de 3 mesures +SD.
Gram positif Gram négatif
SB Escherichia | Pseudomonas | Klebsiela | Staphylococcus | Bacillus
coli aeruginosa oxytoca aureus subtilus
Dose mg/m
DO 13,25+ 1,5 13,75+0,72 | 12,25+0,60 11,5+ 1,29 10'5(1;)0'14
(+) (+) (+) (+)
o1 025¢125 | 12+2.88 | 11,75+¢1,25 | 10:7°*095 | 10.75£0,95
+ + +
(+) (+) (+) ) )
10,5+1,29
D 9+1,41 8+1,82 +) 9,25+2,21 8,75+0,95
+) ¢) (+) (+)
710 7,33+1,04
D3 - - -
) )
Controle 18,25+4,99 15,37+1,04 17,542,5 21,25+1,41 18,75+4,03
positif (++) (++) (++) (+++) (++)

Cette sensibilité est classée selon Ponce et al, (2003) comme sulit :

4+ Non sensible (-) pour un diamétre inférieur a 8 mm.

4+ Sensible (+) pour un diamétre de 9-14 mm.

4+ Trés sensible (++) pour un diamétre de 15-19 mm.

+ Extrémement sensible (+++) pour diamétre supérieur a 20 mm.
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Le contrble positif des gentamicines est extrémement efficace sur toutes les bactéries testées
Gram (+) et Gram (-), avec des diamétres d’inhibition allant de 15 jusqu’ a 21 mm.

Comme contr6le négatif, le DMSO (5%) n'a pas affecté la croissance des souches bactériennes
comme le montre la figure 8. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Gachkar et al
(2006).

On note que I’extrait méthanolique de Foeniculum v a une activité inhibitrice sur toutes les

bactéries testées.
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Figure 32 : L’activité antibactérienne de I’EM de Foeniculum v exprimé en diametres des

zones d’inhibition (mm).

Selon la figure 32, la plus grande surface d’inhibition est enregistrée par la souche P.aeroginosa
(13,75mm), suivie par E.coli (13,25mm).

Les résultats révelent des réponses variables en fonction des souches et de la concentration, les
effets inhibiteurs augmentent considérablement avec la concentration de I’extrait. La
comparaison de 1’effet des doses utilisées est notée dans le tableau XI. 11 est remarquable de
souligner que la D3 n’exerce pas une activité inhibitrice.

L’EM Foeniculum v étudiée s’est montrée active et a inhibé tous les microorganismes testés a
la dose la plus concentré DO suivie par D1, ainsi qu’il est remarquable de souligner que toutes
les souches bactériennes sont sensibles a D3 sauf Pseudomonas aeruginosa. La dose la moin
concentrée D4 n’exerce aucun effet inhibiteur. Certaines études ne révelent aucune activité

antimicrobienne sélective vis-a-vis les bactéries Gram (+) ou Gram (-) (Guesmi et Boudabous,
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2006). Ces résultats rejoignent les travaux des plusieurs chercheurs qui ont démontré que le
Foeniculum vulgare Mill, présente un effet inhibiteur contre une large éventail d’espéces de
bactéries (Delaquis, 2000 ; Stavri, 2005).

Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré qu’un extrait a une activité
antibactérienne si son diamétre d’inhibition est supérieur a 10mm. (Ponce et al., 2003). Les
flavonoides et les alcaloides pourraient exercer des effets antibactériens puisqu’ils sont des
puissants inhibiteurs in vitro de ’ADN gyrase en inhibant la multiplication bactérienne. Une
¢tude récente a montré 1’effet bactéricide de certains flavonoides sur S. aureus (Sato et al., 1995
; Hatano et al., 2005). Notre étude a révélé la présence d’une quantité plus ou moins importante
des flavonoides, donc la présence de ce type de composés chimiques actifs dans I’EM peut etre
la responsable de cette activité.

Il a été rapporté que les composés responsables de I'action antibactérienne semblent étre les
diterpénoides phénoliques, qui sont les composes principaux de la fraction apolaire de 1’extrait
de plante (Fernandez-Lopez et al., 2005). Ceci pourrait expliquer la modeste activité de notre
extrait polaire. Néanmoins, il est toujours possible que l'ajout de DMSO a un extrait végétal
diminue son activité intrinseque de telle maniere que dans ce cas le résultat n'a qu'une valeur
relative (Balansard, 2007).

Dans cette étude, nous avons évalué I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique de
Foeniculum vulgare Mill, sur la croissance in vitro de cing souches bactériennes impliquées
dans les pathologies humaines. Ainsi, les résultats émanant des tests sur les souches
bactériennes montrent que 1’extrait organique testé a une activité antibactérienne et posséde un
pouvoir inhibiteur plus ou moins prononcé sur la croissance in vitro des especes précitées. Dans
une certaine mesure, cette étude nous a permis de confirmer les propriétés antimicrobiennes de
I’EM de Foeniculum vulgare Mill et de valider scientifiquement 1’usage de cette plantes dans

la médecine traditionnelle contre les maladies infectieuses.
2.3. Activité antipyrétique

L’activité antipyrétique a été évaluée par la méthode préventive ; c.-a-d. voir est ce que
I’extrait méthanolique de Foeniculum vulgare administré 1h avant ’injection de suspension de
levure peut inhiber ou diminuer ’hyperthermie induite par cette injection !

L’objectif est de suivre 1’¢lévation de la température des rats qui ont recu I’extrait 1h avant
I’injection de suspension de levure et de la comparer avec celle des rats de contrdle négatif (qui

ont recu de I’eau physiologique), ainsi que celle des rats de contrdle positif (qui ont regu
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I’ Aspirine a 100mg/kg). Les résultats de 1’activité antipyrétique sont regroupés dans le tableau

Xl et la figure 33 ; et représentés par le moyenne + 1’écart type.

Tableau XI : Résultats de I'activité antipyrétique.

Température rectale (°C) avant et apres le traitement

33

32

. 1h Aprés | 30mn aprés
Lots Au début Lextrait levure 1h 2h 3h 4h
34,66 35.70 36,94 37,46 37,96 38,18 38,68
Témoin + + + + + + +
0.865 0.5 0.288 0.321 0.182 0.438 0.444
36.1 36,54 37,38 36,8 38,42 37,92 37,42
Aspirine + + + + + * *
0.3 0.740 0.286 0.717 0.356 0.311 0.432
37,1 36,1 36,125 36,45 37,075 37.46
Dose + + + + + + 37.92+0.1
200mg/kg | 0,548 0,753 0,607 0,443 0,736 0.5
37,35 35,95 34,575 34,8 35,375 36,65 37.45
Dose + + + + + + +
400mg/kg | 0,943 0,835 1,436 1,116 1,261 1,33 1,047
41
40
g 37 T T TT T T B 400mg
g_ 36 -[ T '[ = 200mg
£ 35 T mCTP
|—
34 CTN
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

Temps enh

Figure 33 : Evolution de la température rectale en fonction du temps.

L’évaluation de Pactivité antipyrétique de 1’extrait méthanolique de Foeniculum

vulgare a été 'une de nos objectives dans le présent travail. L hyperthermie a été induite chez

les rats par I’injection sous cutanée dans la région dors latérale d’une suspension aqueuse de

levure de biere a 20%, cette levure provoque chez ces animaux une hyperthermie. L’étude de

cette hyperthermie induite par la levure de bi¢re apres administration de I’aspirine une molécule

antipyrétique de référence et 1’extrait méthanolique de Foeniculum v, a révélé les propriétés
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antipyrétique de ces deux substances. L’administration de I’extrait chez les rats a provoqué une
hypothermie significative (P<0.001) de I’ordre de 2 "C pour le dose 400mg/kg et de 1°C pour
la dose 200 mg/kg, alors que ’aspirine a provoqué une simple hyperthermie de I’ordre de 0.5
°C (tableau XI). Nous constatons que la dose 400 mg/kg et plus efficace que la dose 200 mg/Kg,
bien qu’elle a des effets similaires a ceux de I’aspirine a la dose 100 mg/kg.

L’hyperthermie induite par la levure de biére est li¢e a des mécanismes complexes mettant en
jeu des réactions immuno-inflammatoires, avec libération des pyrogénes endogenes et de
prostaglandines (Bourin M et al., 1993 ; Eschalier et al., 1990 ; Nakamura, 1983).

Il est possible que les propriétés antipyrétiques de FV, comme celles des acides salicylés tels
que I’acétylsalicylate de lysine et les anti-inflammatoires non stéroidiens, soient dues a des
interférences sur la biosynthése des prostaglandines (Deraedt, 1980 ; Dubinsky et Schupsky,
19984). La libération des cytokines par la systéme immunitaire est la cause principale de
I’hyperthermie, qui ayant atteint les vaisseaux sanguins stimulent la biosynthése des
prostaglandines (PGE) aux environs du centre hypothalamique thermorégulateur (Ribeiro et al
., 2010 ; Sajeli, 2010).

L’effet antipyrétique de ’EM de Foeniculum v est du probablement a la présence des alcaloides
et les flavonoides. Ces derniers sont connus par leur effet antipyrétique par suppression des
TNF-o (Adesokan et al., 2008).

En conclusion, I’efficacité optimale d’un extrait peut étre due non seulement a un constituant
actif principal, mais aussi a I’action combinée (synergie) des différents composés a I’origine de

cet extrait (Essawi et Srour, 2000).
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Conclusion générale & Perspectives

Les plantes aromatiques et médicinales riches en principes actifs trouvent des
applications dans de nombreux domaines notamment dans le domaine alimentaire et médical.
La tendance actuelle a chercher des produits naturels, a entrainé un regain d'intérét des
scientifiques pour les substances issues de ces plantes.

Dans le présent travail, on s’est intéressé¢ a 1’étude phytochimique et pharmacologique
(évaluation des activités, antioxydants, antibactériennes et antipyrétiques) de [’extrait
meéthanolique de Foeniculum vulgare.

L'extraction de la partie aérienne de la plante nous a permis d'obtenir un rendement important
de ’ordre de 16,079%. La criblage phytochimique effectu¢ sur I’extrait méthanolique a permis
aussi de mettre en évidence la présence des polyphénoles, des flavonoides,des tanins, des
coumarines , des anthraquinones , des triterpénes et des alcaloides.

La présence des polyphénols et des flavonoides dans notre extrait est confirmee par CCM, ainsi
que par le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides de I’extrait qui a révélé des teneurs
de 146,53 £ 0.81 mgEAG, 44,57 +0,04 mg EQ / g E respectivement pour les polyphénols et
les flavonoides .

L’activité antioxydante de I’extrait a été évaluée par la méthode de réduction du radical libre
DPPH. Le profil de I’activité obtenue révele que notre extrait posseéde une activité dose
dépendante avec un 1C50=76 ug/ml.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur cing souches de référence, selon la méthode de
diffusion disque, les résultats indiquent que 1’extrait méthanolique de Foeniculum vulgare a
une activité inhibitrice sur toutes les bactéries testées.

L’¢tude de l’activité antipyrétique par la méthode préventive a révélé la présence de I’effet
antipyreétique de la plante.

Malgré les résultats obtenus, cette étude nécessite d’autres tests pour mieux comprendre le
mode d’action et les principaux actifs de cette plante. Méme des études a 1’échelle moléculaire
sont nécessaires pour déterminer, d’une part les composés du Foeniculum vulgare qui peuvent
étre responsables de tels effets et d’autre part, le mécanisme absolu par lequel ces composées

accomplissent leurs roles.
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1. Résultats de ’activité antipyrétique :

N rat
1
2
3
4
5
Moy
SD

R1
R2
R3
R4
Moyenne
Ecartype

Rat
R1
R2
R3
R4
Moyenne
Ecartype

TO
36
34
34,4
33,9
35

34,66
0,865

T0
35,9
36,5
351
36,8
36,2
36.1

0.652

T0
37,6
36
37,6
38,2
37,35
0,943

T0
37,7
36,5
37,4
36,8
37,1

0,548

T1
36,7
35,2
355
34,8
36,3
35.7

0,784

T1
36,4
36,9
35,4
37,4
36,6

36,54
0,740

T1
35,7
35
37
36,1
35,95
0,835

T1
36,5
35,8
36,9
35,2
36,1

0,753

Reésultats du contrdle négatif

T2 T3 T4
37,1 37,6 38
36,6 37,2 38,2
36,7 37,1 37,7
37,3 37,9 38
37 37,5 37,9

36,94 37,46 37,96
0,288 0,321 0,182
Résultats du contr6le positif

T2 T3 T4
36,9 37 38,7
37,6 37,3 38,8
37,4 36 38,3
37,6 36,1 37,9
37,4 37,6 38,4

37,38 36,8 38,42
0,286 0,717 0,356

Dose 400mg/kg

T2 T3 T4
35,1 35,7 36,2
32,5 33,3 33,5
35,8 34,6 35,8
34,9 35,6 36

34,575 34,8 35,375
1,436 1,116 1,261

Dose 200mg/kg

T2 T3 T4
35,9 36,6 37,6
36,4 36,6 37,5
36,8 36,8 37,2
35,4 35,8 36

36,125 36,45 37,075
0,607 0,443 0,736

T5
38
38,8
38,3
37,6
38,2
38,18
0,438

T5
38,4
38
37,7
37,6
37,9
37,92
0,311

TS5
37,5
34,7
36,9
37,5

36,65
1.33

TS5
37.4
37.7
37.6
36.5
37,3

0.548

T6
38,6
39,2
38,9

38
38,7

38,68
0,444

T6
38,1
37,1

37
37,5
37,4

37,42
0,432

T6
37,9
35,9
37,8
38,2

37,45
1.047

T6
37.6
37,8
37.9
37.4

37,675
0.222
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2. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique :

Absorbanc e 4 765 nm

y=0.00523x +0.0296
12 |
R=).9986
0.9
0.6
0.3
0 50 100 150 200 250

Concentration (pg/m1)

3. Courbe d’étalonage de quercitihe :

Absorbancea 430 nm

2

0.5

v=0.035x+0.288
R==0.993

20 30 40 50

Concentration (jug/ml)
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4. Réactifs chimiques et instrumentations

Le tableau suivant renferme toutes les matériels et instrumentations (appareillage, solution
de travail, produits chimiques...) utilisé lors de cette étude, rappelons que tous ces matériels

provient de laboratoire de I'université.

Appareillage Solutions de travail Produits chimiques
v' Balance électriques v’ Ethanol v AICI3
v Rota vapeur v" Methanol(CH 3 -OH) | v 2 ,2-diphenyl-1-picryl
v Autoclave v Chloroform(CHCI3) hydrazyl (DPPH)
v Etuve v Hexane v' FeCl3
v' Vortex V' Acétate d’éthyle v' Gélose Mueller Hinton
v" Thermomeétre v Acide acétique v' Gélose nutritive
v Plaque CCM v’ Eau distillé v' Gentamycine
v' Spectrophotométre UV- v Réactif de Mayer v (KOH)
Vis. v Réactif de folin v" NaCl
v Etuve. v' Benzene v NaOH
v’ Agitateur. v' Ammoniac v’ Levure de biére
v’ Balance de précision. v' DMSO
v’ Agitateur magnétique. v Acide sulfurique
v' Vortex. v Acide formique
v Acétone

Annexe 111



Les annexes

5. La plante avant la récolte et apres la séchage

Photo de la plante avant récolte aux environs de Photo de la plante aprés séchage
Khenchela-Algérie.

6. Rats wistar dans leurs cages

Photo des rats wistars dans I’animalerie de laboratoire de I'université Abbes Laghrour-Khenchela

Annexe 1V
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Etude Phytochimique et biologiques de fenouil sauvage

(Foeniculum vulgare Mill)

Le fenouil (Feoniculum vulgare Mill) est une plante aromatique et médicinale
utilisée depuis ’antiquité en médecine traditionnelle, elle est reconnue par leur vertu
thérapeutique. Dans ce contexte, le présent travail porte sur une étude phytochimique des
composées présentes dans I’éxtrait méthanolique de cette plante, et une évaluation de ses
activités antioxydante, antibactérienne et antipyrétique. Le criblage phytochimique a permis
de mettre en évidence la présence des tanins, des flavonoides, des triterpenes, des composes
phénoliques, des coumarines, des anthraquinones et des alcaloides.

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides de I’extrait a révélé des teneurs
146,53 + 0.81 mgEAG, 44,57 £0,04 mg EQ / g E respectivement.

L'activité antioxydante in vitro a été étudiée par la technique de réduction du radical
libre DPPH. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait peut agir en tant que piégeur de
radicaux.

L’activité antibactérienne a ét€¢ déterminée sur cing souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion de disque. Les résultats indiquent que I’extrait méthanolique de
Foeniculum vulgare a une activité inhibitrice sur toutes les bactéries testées.

L’¢étude de I’activité antipyrétique de 1’extrait méthanolique de foeniculum vulgare
sur ’hyperthermie induite chez les rats par la levure de biére a révélé les propriétés
antipyrétiques de cet extrait, la dose 400mg/Kg a des effets similaire a celle d’aspirine a la
dose 100mg/kg apres 4h, tandis que la dose 200mg/kg et un peu plus efficace que celle de
400mg/Kkg.

Les résultats obtenus justifient I’utilisation traditionnelle de cette plante.

Mots clés : Fenouil sauvage, polyphénols, I’activité antibactérienne, acgtivité

antipyrétique, activité antimicrobienne, activité antioxydante.
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