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Résumé

L’étude présente porte sur 1’évaluation de ’activité antioxydante et anti-inflammatoire in vitro de
I’huile essentielle des graines de Foeniculum vulgare Mill, une espece aromatique médicinale
appartenant a la famille des Apiaceaes.

La méthode de la réduction du radical DPPHe indique que I’huile essentielle des graines de F.
vulgare a une activité antioxydante avec une ICso de 3220ug/ml. En outre, I’activité anti-
inflammatoire étudiée en utilisant la méthode de la stabilisation membranaire des érythrocytes a
montré une capacité anti-inflammatoire intéressante de notre huile essentielle, qui a été a certaines
concentrations plus importante que I’activité de 1’acide salicylique.

Mots clés : Foeniculum vulgare Mill, huile essentielle, activité antioxydante, activité anti-

inflammatoire.

Summary

The present study concerns the evaluation of the in vitro antioxidant and anti-inflammatory activity
of the essential oil of Foeniculum vulgare Mill seeds, a medicinal aromatic species belonging to the
family Apiaceae.

The method for the reduction of the radical DPPHe indicates that the essential oil of F.vulgare
seeds has an antioxidant activity with an ICsoof 3220ug/ml. In addition, the anti-inflammatory
activity studied using the method of membrane stabilization of erythrocytes, showed an interesting
anti-inflammatory capacity of our essential oil, which was with some concentrations larger than
salicylic acid activity.

Keywords: Foeniculum vulgare Mill, essential oil, antioxydant activity, anti-inflammatory

activity.
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Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les produits naturels qu'ils avaient
a leur disposition contre les maladies bénignes et ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales afin de vaincre la souffrance et d’améliorer leur santé
(Iserin, 2001). Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits chimiques qui
synthétisent, de nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont indispensables a
leur existence et une gamme extraordinaire d’autres composés appelés métabolites
secondaires pour la protection contre les microorganismes, les animaux et méme d'autres
plantes (Cox et Balick, 1994).

La région méditerranéenne, avec son climat doux et ensoleillé, est riche en
plantesaromatiques médicinales a propriétés thérapeutiques remarquables, et a été pendant
longtemps la sourceprincipale de matiere premiere pour la médecine moderne (Ould El Hadj
et al., 2003).

Parmi les plantes aromatiques, Foeniculum vulgare Mill., est une plante méditerranéenne
connue depuis 1’antiquité, ses utilisations thérapeutiques sont attribuées en grande partie a son
huile essentielle, dont la composition et les effets thérapeutiques ont fait 1’objet de plusieurs

études (Guillén et Manzanos, 1996).

L’objectif de notre travail est d’étudier in vitro le pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire
de T’huile essentielle des graines de F.vulgare, une plante appartenant a la famille des

Apiacées.

Le présent travail, inclut en premier une synthése bibliographique sur le stress oxydatif et le
pouvoir antioxydant, I’inflammation et 1’activité anti-inflammatoire et sur la description
botanique de F. vulgare et la composition chimique de son huile essentielle ;en deuxiéme une
partie matériel et méthodes qui contient la description des tests biologiques réalisés sur I’huile
essentielle des graines de la plante et en troisieme une partie résultats et discussion, suivie par

une conclusion et des perspectives.



Synthése bibliographique

CHAPITRE 1 : Stress oxydatif et ’activité antioxydante

1 Le stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces réactives
d’oxygene, et les défenses antioxydantes de 1’organisme, d & un mode de vie désorganisé par
le tabagisme, 1’alcoolisme, 1’alimentation riche en sucres et en lipides et la sédentarité
(Halenget al .,2007). D’autres facteurs sont aussi a 1’origine de ce stress oxydant, comme les

agents infectieux, la pollution, les UV, et le rayonnement (Tamer, 2003).

Le stress oxydatif a des effets néfastes sur la santé de la population générale et de certains
groupes de patients avec des maladies chroniques et aigués(Berger, 2006), il conduit a de
nombreuses pathologies notamment, la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson,
I’athérosclérose, le cancer, le syndrome de Down et la 1ésion ischémique de reperfusion dans
différents tissus, notamment le cceur, le foie, le cerveau, les reins et le tractus gastro-intestinal
(Govindarajanetal., 2005).

1.1 Espéces réactives de I’oxygéne

La formation des espéces réactives de 1I’oxygeéne comme les radicaux superoxyde et hydroxyle
est une conséquence normale du métabolisme aérobie chez I'hnomme, elle joue un rdle dans les
voies de transduction du signal et I’expression des genes, et aussi le réle de messagers pour
les cellules dans I’apoptose et dans la défense (Human et al., 2002).Toutefois, un
déséquilibre entre la production de radicaux libres et les mécanismes de défense antioxydante
conduit a un stress oxydatif pouvant entrainer des altérations moléculaires et cellulaires
(Goudable etFavier,1997).

D’aprés Gardes-Albert et ces collaborateurs(2003), les espéces réactives de 1’oxygéne se

forment par deux processus :

» Rupture hétérolytique accompagnée d’un transfert monoélectronique, cette réaction
nécessite une grande énergie, elle peut se produire sous l'effet de décharges
électriques ou de radiations ionisantes.

La rupture hétérolytique A:B ———=> A" +B". (lons).

» Rupture homolytique, qui consiste a une scission de la liaison covalente et partagent
des deux électrons entre les deux atomes liés, avec naissance de deux radicaux libres,
c¢’est une réaction qui se produit par absorption de rayonnements.

La rupture homolytique A: B =————= A + B". (Radicaux libres).

2
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Il existe ainsi plusieurs réactions enzymatiques qui donnent naissance aux especes réactives
de I’oxygéne, on en distingue le complexe enzymatique mitochondrial de la chaine
respiratoire, 1’activit¢ NAD(P)H oxydase membranaire, la xanthine oxydase et la famille des
cytochromes P450 (Migdal et Serres,2011).La figure 1 schématise 1’origine des espéces
réactives de 1’oxygéne au niveau de la chaine respiratoire, avec les réactions correspondantes

a leur formation.

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe?* : Cu*) Glutathion peroxydase
(4]
Oxvedne Radical Peroxyde Radical €au
ye superoxyde d’hydrogeéne hydroxyd
(0] > 0 > HO, ——— —r> 5.0
¢ + e 2 + e (+2HY) S + e OH +e (+HY) %

Réduction tétravalente

de Poxygene O,+4e +4H" —>2H,0

0, Anion superoxyde l1 O,+1e —>0,"

Peroxyde

& e 2 Q% 05 i+ 2 HY) —5H0, 410,

3 H,0, + Fe?* —> "OH + Fe® + OH"

‘OH Radical hydroxyle 4 H,0, + H,0, — 2 H,0 + 0,
5 H,0, + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG
RO," Radical peroxyle 6 R*+0,—> RO,
RO,H Hydroperoxyde 7 RO,” + RH—> RO,H + R”
RO" Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe?* —> RO" + Fe’* + OH"~

Figure n°1 : Origine des espéces réactives de 1’oxygene.
Les quatre étapes de la réduction de 1’oxygéne et la formation des intermédiaires partiellement réduits
sont détaillées. La réduction tétravalente de ’oxygéne en eau, se fait en plusieurs étapes successives,
qui donnent naissance a des intermédiaires potentiellement réduits, appelés radicaux primaires ou
especes réactives de I’oxygéne, notamment le radical superoxyde et le radical hydroxyle. La
dégradation de ces radicaux est contrblée par des systémes de défense, les antioxydants comme la
superoxyde dismutase et la catalase. Il existe aussi des espéces réactives d’oxygene, dits secondaires

comme le radical peroxyle, I’hydroperoxyde et le radical alkoxyle (Migdal et Serres, 2011).
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1.2 Activité antioxydante

1.2.1 Definition des antioxydants

Les antioxydants sont définis comme étant toute substance qui lorsqu’elle est présente a faible
concentration retarde ou inhibe considérablement 1’oxydation des molécules produite sous
I’effet des especes réactives de 1’oxygene, et qui peut éventuellement endommager ou détruire
la cellule (Shebis et al.,2013). Les antioxydants représentent ainsi un systeme de protection

cellulaire face a la réactivité des especes oxydantes (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les antioxydants peuvent étre d’origine synthétique ou naturelle, ces derniers sont en
particulier des enzymes et des protéines endogénes, ou bien des molécules exogénes apportées

par alimentation (tableau n°1) (Haleng et al., 2007).

Tableau N°1 : Différents types des antioxydants naturels selon leur origine Haleng et al.,

2007.
Antioxydants naturels Exemples
Superoxyde dismutase
Catalase
Glutathion peroxydase
Endogénes Ferritine

Transferrine
Céruléoplasmine
Albumine
Acide ascorbique (vitamine C) Tocophérol
. (vitamine E) Carotenoides
Exogenes Flavonoides
Ubiquinone
Acide lipoique

1.2.2 Mécanisme d’action des antioxydants
Pour se proteger des effets déleteres des espéces réactives de 1’oxygene, 1’organisme dispose
d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes (Fig. 2), on peut les classer en :
e Systeme de défense non enzymatique : Comme les vitamines E (tocophérol), C
(ascorbate), Q (ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les aliments, qui agissent
en piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, les transformant en

molécules ou ions stables( Kinsky, 1989).
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e Systeme de défense enzymatique : sont des composés endogénes qui empéchent la
production des espeéces réactives de l’oxygene comme la peroxydase ou la

catalase(Huang et al.,2005).

le® W\ 02 (oxygéne fondamental)

le

=)

Cl'MPO
‘

SOD, Vit C
peroxyded ’

anion su acide oreux
(eau de Javel)
‘ mlm %Wc flavonoides,
emaue, transferrii
gents chélateurs \
radkal hydroxyle
lipoperoxydes
oxygéne singulet acide urique, Vit C, GSH
- 8 ~ciroudiie Vit E, Se-GPx, ubzqwmme

Figure n°2 : Apercu des différentes especes oxygénées activees et des antioxydants

régulateurs de leur production (Haleng et al., 2007).
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CHAPITRE Il : Inflammation et I’activité anti-inflammatoire
1 Définition de I’inflammation
La réponse inflammatoire est une série de mécanismes dynamiques et ensemble de réactions
du systéme immunitaire contre une agression externe ou interne (Gokhale et al., 2002), avec
le but déliminer I’agent pathogéne et de réparer les Iésions tissulaires (Nathan, 2002). Les
symptomes de 1’inflammation sont caractérisés par la douleur, la rougeur, la chaleur locale et
I’cedéme (Rousselet et al., 2005). Il existe plusieurs facteurs qui peuvent étre la cause de cette
réaction, on en distingue:
v' Les facteurs physiques comme la chaleur, le froid (gelure), les rayonnements
ionisants.
v' Les facteurs solides exogénes ou endogénes comme les microbes, un dard d’insectes
ou des microcristaux (cristaux d’urate).
v' Les facteurs chimiques qui peuvent étre des acides, des bases ou des substances
toxiques.
v" Les facteurs biologiques comme les toxines, les produits de dégradation tissulaire, et
aussi des composés issus de la réaction immunitaire (anticorps _ cytokine).
Quelle que soit la nature du stimulus, les manifestations de la réponse inflammatoire seront
les mémes, c’est I’intensité des manifestations et leur durée qui changent et qui conditionnent

les effets bénéfiques ou déléteres de la réaction inflammatoire (Bernard et al., 2003).

2 Différents types de la réponse inflammatoire
On distingue deux types d’inflammation selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoire :

2.1 Inflammation aigué
L’inflammation aigué est la réponse immédiate de 1’organisme a 1’agent agresseur, elle est de
courte durée (en quelques jours). Cette réaction est caractérisée par un phénoméne de
vasodilatation intense (Serhan et al.,2010), puis elle diminue graduellement a moins que
I’agent responsable ne puisse étre elimine par les phagocytoses, les monocytes et les
neutrophiles. L’inflammation aigué repose sur trois phases principales en relation les uns
avec les autres :

» phase vasculaire : consiste en une vasoconstriction extrémement bréve de quelques

minutes sous I’action du systéme nerveux sympathique, elle est tres rapidement



Synthése bibliographique

ressentie puisque douloureuse avec la libération de 1’histamine, serotonine et quinine
(Weill et al., 2003).

» Phase cellulaire : commence par une accumulation d’un grand nombre de
polynucléaires, de macrophages, et des plaquettes au site de ’inflammation (Pasquier,
1995).

> Une phase de résolution et de cicatrisation : qui en quelques jours 24h a 48h, est a
I’origine de la réparation tissulaire (Ward et al.,2002).

2.2 Inflammation chronique

L’inflammation chronique correspond a un échec de I’inflammation aigué qui évolue en
inflammation chronique, c’est le cas des maladies auto-immunes et du cancer (Seignal, 2004
;Roussel,2005), elle est caractérisée par des destructions tissulaires mal réparées
(Raynaud,2008).

3  Meécanisme de I’'inflammation

L’inflammation est un moyen de défense naturelle des organismes supérieurs contre toute
agression extérieure (‘Yougbaré-Ziébrouet al.,2016). L'initiation de Il'inflammation est
médiée par les cellules immunitaires résidentes par des récepteurs de reconnaissance d'agents
pathogenes (PRR) tels que les récepteurs de type Toll (TLR), conduisant a la synthése de
médiateurs solubles tels que les cytokines pro-inflammatoires, qui activent les voies de
signalisation pro-inflammatoires, cette signalisation induit [l'activation de cellules

immunitaires supplémentaires (Feehan et Gilroy, 2019).

La réponse inflammatoire implique de nombreux enzymes parmi lesquels les lipoxygénases et
les cycloxygénases (COX 1 et COX 2) qui synthétisent des médiateurs pro-inflammatoires
tels que les leucotriénes et les prostaglandines a partir de I’acide arachidonique (Yougbaré-

Ziébrouet al.,2016).

Les macrophages activés jouent un role important dans les mécanismes de défense de I'hote et
I'inflammation et sécretent un certain nombre de médiateurs inflammatoires différents (NO,
TNFa, IL1b et IL-6) (Moro et al., 2012).

La figure n°3 illustre les différentes étapes de la réponse inflammatoire.
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1. Les bactéries entrent au niveau de la blessure.

2. Les plaquettes du sang relarguent des protéines pro-
agrégantes sur le site de la blessure.

3. Les mastocytes sécrétent des facteurs jouant sur la
vasodilatation et |a vasocontriction. Une fuite de sang, plasma
et cellules se produit au niveau du tissu lésé.

4. Les neutrophiles sécrétent des facteurs capables de tuer et
dégrader les pathogénes.

5. Les neutrophiles et macrophages éliminent les pathogénes
par phagocytose.

6. Les macrophages sécrétent des cytokines pour attirer
éventuellement les cellules de |a réponse adaptative et pour
: activer les cellules impliquées dans |a réparation tissulaire.
valsseld Mecrophage 7. La réponse inflammatoire se poursuit jusgu’a I'élimination
totale du pathogeéne et |a réparation compléte du tissu

Figure n °3 : Schéma récapitulatif de la réponse inflammatoire
(Mathieu et Guimezanes, 2012).

4  Traitement de I’inflammation

Le terme anti-inflammatoires est connue comme pour désigner le traitement actuel de
I’inflammation, il concerne deux types de molécules, les stéroidiennes (les glucocorticoides)
et les non stéroidiennes. Bien que ce traitement est efficaces, mais & long terme de son
utilisation il présente le plus souvent des effets indésirables qui peuvent le géner (Rahmani et
al.,2016).

4.1 Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont des acides faibles lipophiles et regroupent des
molécules ayant, malgré une hétérogénéité¢ structurale, un méme mode d’action
(Vaubourdolle, 2007). lls peuvent étre des analgésiques ou des antipyrétiques (Charpentier
et al.,2004).

Ces anti-inflammatoires agissent tous en inhibant une enzyme membranaire, la cyclo-
oxygénase (COX), diminuant ainsi la production des prostaglandines E2 et 12, médiateurs
importants des phénomeénes inflammatoires (Dangoumau et al., 2006).Les principaux AINS

disponibles sous forme orale sont représentés dans le tableau n°2.
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Tableau n°2: Principaux anti-inflammatoires non stéroidiens disponibles sous forme orale
(Bouvenot et al., 2012).

Famille chimique Dénomination commerciale  Spécialité (exemples)

internationale

Arylpro-pioniques Acide tiorofénique* Surgam®
Ibuproféne * Profénid ®
Acétylsalicylate de lysine Aspégic®
Coxibs Célécoxib Celebrex ®
Etoricoxib Arcoxia ®
Arylacétat Diclofénac * Voltaréne ®
Acéclofénac* Cortrex ®
Oxicams Méloxicam* Mobic ®

4.2  Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides

Les médicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol, les glucocorticoides traversent librement les membranes
cellulaires, se fixent sur des récepteurs spécifiques qui appartiennent a la superfamille des
récepteurs nucléaires aux stéroides et migrent vers le noyau et agissent directement sur I’ADN
en se fixant sur des séquences spécifiques, dites GRE (Glucorticoid Response Element). Ils
peuvent augmenter la transcription des génes anti-inflammatoires et inhiber 1’action de
certaines protéines nucléaires transactivatrices et inhiber ainsi 1’expression de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires et aussi I'expression de plusieurs génes inflammatoires
(Barnes., 1998).

4.3 Anti-inflammatoires naturels

Les plantes médicinales sont riches en métabolites secondaires a effet anti inflammatoire, ils
sont présumés d’agir en bloquant les voies de lacyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que
par d'autres mécanismes, 1’intérét de ce traitement naturel est qu’en plus de son efficacité, il

ne présente pas des effets secondaires (Barnes., 1998).
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CHAPITRE 111 : Foeniculum vulgare Mill

1 Description botanique et systématique

Foeniculum vulgare Mill., est une espéce connue sous le nom vernaculaire du fenouil
(Frangais), du besbes (Arabe) et de Shomar (Jordan) ( Shamkant et al.,2014), elle appartient
a la famille des Apiacées, elle est employée par I’homme depuis 1'antiquité, et a été cultivée
dans chaque pays entourant la mer Méditerranée en raison de sa saveur (Muckensturm et al.,
1997).

F. vulgare(Fig.4) est une plante vivace trés aromatique, cette plante herbacée est annuelle ou
pérenne pouvant atteindre plus de 2.5 m de hauteur et a longue racine fuselée (Teusher.,
2003), la tige est dressee, rigide et robuste, finement striée, brillante, rameuse dansle haut,
devenant creuse avec 1’age, s'imbrique a la base pour former la pomme consommable ou le
bulbe (Heller, 1969). Elle porte des feuilles alternes et pétiolées et une graine tres développée,
charnue et sucrée (Babulka,2004), avec des fleurs régulieres et radicales (Teusher, 2003).

Selon Dupont et Guignard, (2007) et Abou EI-Soud1(2011), Foeniculum vulgare Mill., est

classée selon la systématique suivante :

Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphyte
Sous embranchement : Angiosperme
Classe : Astérideés

Sous classe : Euastérideés

Ordre :Apiales

Famille :Apiaceae (Umbelliferae)

Genre :Foeniculum

Especes : vulgare

Nom binomial : Foeniculum vulgare Mill. Figure n°4 : Foeniculum vulgare Mill.,
(Gurinder et Daljit, 2010).

2 Utilisation en médecine traditionnelle et activité biologique

F.vulgare Mill est une plante aromatique qui a beaucoup d'usages en médecine traditionnelle,
les feuilles et les graines sechées, sont couramment utilisées pour les reméedes maison. Elle est
utilisée pour son action anti-inflammatoire, pour activer la sécréetion du lait chez les nourrices,
réguler le cycle menstruel (Choi et Hwang, 2004), elle a aussi une action apéritive, laxative

et vermifuge. C’est une plante efficace pour combattre la formation des gaz intestinaux, de
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nausees et de hoquets, elle est également identifiée en tant que reméde contre les symptomes
du tractus gastro-intestinal et respiratoire (Raffo et al., 2011).F. vulgare est recommandée
pour la bronchite et la toux chronique, les calculs rénaux, la dysménorrhée, les vomissements

et la diarrhée, et la défection du sperme (Weiping et Baokang, 2011).

Plusieurs travaux ont été réalisés sur F. vulgare, pour prouver I’activité biologique de la
plante, et étudier sa relation avec sa composition chimique. Ces travaux ont montré que
I’activité biologique de F. vulgare est due a ’effet synergique entre ses composants, et non

pas seulement a ses composés majoritaires (Lahlou, 2004).

L'huile essentielle extraite a partir des fruits du F.vulgare a montré un effet antibactérien
contre les microbes pathogenes portés par les aliments tels qu'Escherichia coli, Bacillus
megaterium et Staphylococcus aureus (Mohsenzadeh, 2007).L’activité anti-inflammatoire a
¢été aussi prouvée par 1’administration de la plante par voie orale (Choi et Hwang, 2004), la

capacité antioxydant de F. vulgare in vivo, a été aussi étudiée (Ruberto et al., 2000).

3 Composition chimique de I’huile essentielle de F.vulgare

Une huile essentielle est un liquide odoriférant d’aspect fluide a épais et de couleur variable
selon les plantes dont elle est extraite. Selon les normes ISO et AFNOR, d’octobre 1987, une
huile essentielle est définit comme étant : « un produit obtenu a partir d’une matiére premiére
végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par procédés physiques ; soit par entrainement
de la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques de 1’épicarpe des Citrus, soit par
distillation seche » (Toninolli et Meglioli, 2013).

La composition de I’huile essentielle de F.vulgare a été bien étudiée, elle présente une
diversité considérable selon la méthode d'extraction et 1’origine géographique, il a été aussi
noté que le contenu de I’huile essentielle diminue avec la maturité du fruit (Rather et al.,
2012).Cette huile essentielle est composée d’un mélange de plusieurs monoterpénes et
phénylpropanoides, avec le trans-anéthol, le méthyl chavicol (estragole), le fenchone et

I’alpha-phellandrene, et le para-anisaldéhyde comme composés majoritaires (Fig.5).
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Trans- anethole Fenchone
A\
]
HaCO \\
Estragol Para-anisaldehyde

O

alpha-phellandrene

Figure n° 5: Structures chimiques des composants bioactives majoritaires de I'huile
essentielle de F.vulgare (Rather et al., 2012).
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MATERIEL ET METHODES

1 Extraction de I’huile essentielle

1.1 Matériel végétal

Foeniculum Vulgare a été récoltée en novembre 2019, quand les fruits des ombelles
supérieures sont matures et de couleur gris-vert (Teusher, 2003). La récolte a été faite dans la
région d’Ain Arba une commune dans la wilaya d’Ain Témouchent, Mr Amara Mohamed
(Maitre de conférences au CUBBAT), a confirmé I’identification botanique de la plante. Les
graines ont éte récupérees et séchées a I’ombre et a I’abri de I’humidité pendant 25 jours, pour

étre utilisées dans 1’extraction de leurs huiles essentielles (Fig.6).

Figure n° 6: Aspect de F. vulgare a I’état sec (photo originale).
1.2. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation
» Principe
L’hydrodistillation consiste a immerger le matériel végétal dans un bain d’eau. L’ensemble
est porté a ébullition, la chaleur provoque 1’éclatement et la libération des molécules volatiles
contenues dans les cellules végétales. Le mélange volatil est ensuite refroidi, condensé puis
séparé en une phase aqueuse et une phase organique qui constitue 1’huile essentielle
(Tremblin, 2016).
» Mode opératoire
Dans la figure n°7, est illustré le schéma de I’appareillage utilisé pour 1’obtention de I’huile
essentielle de F.vulgare par hydrodistillation, la procédure suivie est :
Dans un ballon en verre de 500 ml, sont introduites 40 g des graines seches et entieres de F.
vulgare, puis sont additionnées de 240 ml d’eau distillée, le ballon ne doit pas étre
complétement rempli, afin d’éviter les débordements au moment de 1’ébullition. L’ensemble
est portée ensuite a ébullition pendant 3 heures, les huiles sont évaporées et sont récupérées

par condensation en contact avec la surface froide du réfrigérant. Par la suite, 1’huile
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essentielle est séparée par décantation puis récupérée dans des flacons opaques bien scellés, et

enfin conservée a température basse (4-5 C°).

Figure n°7 : Montage utilisé dans I’extraction par hydrodistillation de I’huile essentielle

de F. vulgare (photo originale).

Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage de matiére séche est calculé par la formule
suivante :

Px
R=—x100
Py

R : rendement exprimé en pourcentage %(g/g).
Px : poids de I’huile en g.
Py : poids de la plante en g.

2 Détermination des indices physicochimiques de I’huile essentielle de F.vulgare
En premier, on a procédé a la détermination des différents caractéres organoleptiques de
I’huile essentielle, notamment : 1’aspect, la couleur et 1’odeur. Ensuite sa densité optique et

son indice de réfraction ont été déterminés.

2.1 Ladensité relative a 20 °C
» Principe
La densité relative d’une huile essentielle est le rapport de sa masse volumique a la masse

volumique de I’eau a la méme température (Baser et Buchbauer, 2015).
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» Mode opératoire

- A Tl’'aide d’une balance, peser un certain volume de I’huile essentielle, noter le poids
correspondant a ce volume. Faire la méme chose pour ’eau (le volume de 1’eau doit étre égal
a celui de I’huile).

- Calculer le rapport p= vﬂpour I’huile et pour I’cau.

- Mesurer la densité de I’huile essentielle en calculant le ratio phuile/peau.

2.2 L'indice de réfraction

> Principe

Indice de réfraction est représenté par le rapport du sinus de I’angle d’incidence (SINi) au
sinus de ’angle de réfraction (SINe) d’un faisceau lumineux passant d’un milieu moins dense

a un milieu plus dense, comme de 1’air a I’huile essentielle (Baser et Buchbauer, 2015).

SINi_N
SINe n

N : indice de réfraction du milieu le plus dense.

n : indice de réfraction du milieu le moins dense.

» Mode opératoire

L’indice de réfraction est mesuré a I’aide d’un réfractométre Abbe AR3/AR4 (KRUSS,
A.KRUSS OPTRONIC, Germany), en suivant les étapes suivantes :

- Appliquer quelques gouttes d’eau distillée sur le prisme a l'aide d'une pipette, et régler le
zéro de I’appareil & 1,3330nD, la température doit étre stable.

- De méme, quelques gouttes de I’huile sont appliquées sur le prisme a l'aide d'une pipette,

et I’indice de réfraction est lu directement sur 1’écran.

3 Etude in vitro de I’activité biologique de I’huile essentielle de F. vulgare
3.1 Evaluation de I’activité antioxydante
» Principe
L’activité antioxydante de I’huile essentielle de F. vulgare a été évaluée par le test du DPPH,
selon la méthode décrite par Molyneux (2004). Le DPPH* (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl),
est un radical stable de couleur violette, une fois réduit par une espéce anti-oxydante(AH), il
change de couleur et vire au jaune. L’intensité de la coloration est mesurée entre 515 et
520nm (Molyneux, 2004).

DPPH*+ AH — DPPH-H + A

(violet) (jaune)
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» Mode opératoire

Les tableaux n°3 et n°4 résument le mode opératoire et les différentes étapes suivies pour la
détermination de I’activité antioxydante de I’huile essentielle et de 1’acide ascorbique utilisé
comme un contréle positif.

2ml de I’huile essentielle de F. vulgare, ou de 1’acide ascorbique préparés a différentes
concentrations, sont additionnés de 2ml de la solution éthanolique du DPPH a 2.5%. Le
mélange est bien agité, et laissé incuber a température ambiante pendant 30 min pour 1’acide
ascorbique et 120min pour I’huile essentielle. La lecture de 1I’absorbance est réalisée a 517nm,

par un spectrophotometre UV/Vis (Multi-cell changer 6715UV/Vis JENWAY).

Tableau n°3 : Mode opératoire de 1’évaluation de 1’activité antioxydante de I’huile essentielle

de F.vulgare.
Concentration de I’huile essentielle (ng/ml) | 50 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500
Volume de I’huile essentielle (ml) 2| 2 2 2 2 2
Volume du DPPH 2,5% (ml) 2 | 2 2 2 2 2

Incubation pendant 120 min.

La lecture de la densité optique 517 nm

Tableau n°4 : Mode opératoire de I’évaluation de I’activité
antioxydante de I’acide ascorbique.
Concentration de I’acide ascorbique (ng/ml) (1|2 (3|4|5|6|7|8|9|10

Volume de I’acide ascorbique (ml) 2121221212222 2
Volume du DPPH 2,5% (ml) 21212122 |2|2|2|2]| 2

Incubation pendant 30 min.

Lecture de la densité optique 517nm

La concentration de 1’antioxydant (I’huile essentielle ou 1’acide ascorbique) qui provoque la
réduction de 50% du DPPH, appelée la concentration inhibitrice a 50% (1Cso), est calculée
par 1’équation suivante (Molyneux., 2004):

Abs contréle — Abs échantillon

% d’inhibition = Abs controle x 100.

(Abs : absorbance).

3.2 Evaluation de I’activité anti-hémolytique
» Principe
L’activité anti-inflammatoire des extraits de végétaux, comme les huiles essentielles peut étre

¢tudiée in vitro par I’utilisation des érythrocytes. En fait les membranes de ces derniers
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représentent des similitudes avec celles des lysosomes, ainsi 1’effet sur la stabilisation de la
membrane érythrocytaire pourrait étre extrapolé a la stabilisation de la membrane lysosomale
(Shobana et Vidhya, 2016). Dans notre étude, nous avons utilisé deux tests, un test de
stabilité par la chaleur et un test d’hémolyse, en se basant sur la méthode suivie par Shinde et
ces collaborateurs (1999).

» Mode opératoire

a. Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang a été prélevé d’un volontaire sain qui n’a pas pris des médicaments anti-
inflammatoires pendant 15 jours avant le prélévement. L’obtention des globules rouges du
sang total a été effectuée comme suit :

- Le sang total est centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm.

-Le culot est récupéré, et est lavé trois fois avec une solution de Nacl (0,9%), et ensuite

reconstitué dans une solution tampon iso-saline (pH=7.4), & 40% (v/v).

b. Test de la stabilisation membranaire par la chaleur

Le tableau n°5, résume les différentes étapes utilisées dans le test de la stabilisation
membranaire par la chaleur. Deux séries de tubes ont été utilisés pour ce test, une est incubée
a 54°C et ’autre a 0° C. Chaque tube contenant 0.5 ml de I’huile essentielle de F. vulgare a
différentes concentrations (50,100 et 250ug/ml), a été additionné de 4.5ml d’une solution
tampon phosphate (pH=7.4), et de 30ul de la suspension érythrocytaire a 40%(Vv/v). Aprés
incubation des tubes et récupération des surnageants, I’absorbance est mesurée a 540nm. En
paralléle, I’acide salicylique (500pg/ml) a été utilisé comme un contrdle positif.

Tableau n°5 : Mode opératoire du test de la stabilisation membranaire par la chaleur.

Concentrations de I’huile essentielle (ng/ml) - 50 | 100 | 250 -
Acide salicylique (ng/ml) - - - - 500
Volumes (ml) - 05 | 05 0.5 0.5

Ethanol (ml) 0.5 - - - -
Solution tampon phosphate (pH=7.4) 45 | 45 | 45 4.5 4.5
Volume de la suspension érythrocytaire 40% (ul) 30 30 30 30 30

Chague tube est préparé en deux exemplaires ; un est incubé a 54° dans un bain Marie et
I’autre a 0°, pendant 20min.

Centrifugation 3min a 1300g

Récupération du surnageant et lecture de 1’absorbance a540nm.
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» Calcul du pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse, est calculé par I’équation suivante :

DO2-DO1

% d'inhibition de 'hémolyse = 100 x (1 — —>—"")

DO1 : Echantillon a 0°C. DO2 : Echantillon a 54°c.
DO1’ : Controle négative a 0°c. DO2’ : Contrdle négatif a 54°c.

Cc. Test d’hémolyse

Le tableau n°6, résume le mode opératoire utilisé dans le test d’hémolyse. Deux séries de
tubes ont été utilisées, une a été traitée par une solution tampon phosphate isotonique
(pH=7.4) et I’autre par une solution tampon hypotonique (pH=7.4). Chaque tube contenant
0.5 ml de I’huile essentielle de F.vulgare a 50,100 et 250ug/ml, a été additionné de 4.5 ml
d’une solution tampon phosphate isotonique ou hypotonique, et de 30ul de la suspension
érythrocytaire a 40%. Aprés incubation des tubes et récupération des surnageants,
I’absorbance est mesurée a 540nm. En paralléle, 1’acide salicylique (500ug/ml) a été utilisé
comme un controle positif.

Tableau n°6 : Mode opératoire du test d’hémolyse.

Concentrations de I’huile essentielle (ng/ml) - 50 100 250 -
Acide salicylique (ug/ml) - - - - 500
Volumes (ml) - 0.5 0.5 0.5 0.5

Ethanol (ml) 0.5 - - - -

Chaque tube est préparé en deux séries, une est additionnée d’une solution tampon phosphate
hypotonique (pH=7.,4) et I’autre d’une solution tampon isotonique (pH=7.4)

VVolume de la suspension érythrocytaire 40% (pl)‘ 30 ‘ 30 ‘ 30 | 30 ‘ 30

Incubation a la température ambiante pendant 10min

Centrifugation 3min a 1300g

Récupération du surnageant et lecture de 1’absorbance a540nm.

» Calcul du pourcentage d’inhibition

- Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse, est calculé par 1’équation suivante :

D02-DO1

% d'inhibition de 'hémolyse = 100 x (1 — ~~—"0).

DO1 : Echantillon traité par la solution isotonique.

DO2 : Echantillon traité par la solution hypotonique.
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DO1’ : Contrdle négative traité par la solution isotonique.

DO2’ : Controle négatif traité par la solution hypotonique.
» Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes (m) accompagnées de leur indice de

dispersion qui est I'erreur standard a la moyenne (ESM): m £ ESM.
Moyenne (m) x = anixi

Ecart type (6) o = Vwvariance

Erreur standard de la moyenne (ESM) ESM = %

Pour comparer deux échantillons indépendants, on applique le test de Student a un degré de
liberté qui dépend de la taille de 1’échantillon.

La différence entre deux moyennes est significative a P <0,05 (*).
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RESULTATS ET DISCUSSION

1 Huile essentielle de F. vulgare

1.1 Lerendement en huile essentielle

Les graines de Foeniculum vulgare Mill récoltées au niveau de la Wilaya d’Ain Témouchent
en mois de novembre, contiennent 2,08% (g/g de graines sé¢ches) de I’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation aprés 3h d’extraction. Des études réalisées sur les graines de la
méme espece et récoltées dans le méme mois ont montré des rendements plus faibles que le
notre, de 1,53% wilaya de Bejaia (Menasria et al., 2017), et de 0,72% Inde (Grieve,1995)
mais aussi des rendements plus grands de 2.1% France, et 2,81% Pakistan (Anwar et
al.,2009).

Le rendement d’une huile essentielle obtenue a partir de la méme espéce, peut étre différent et
dépend de plusieurs facteurs tels que la période de récolte, par exemple, F. vulgare a un
meilleur rendement lorsqu’elle est collectée au stade végétatif aux mois de mars-avril (Anwar
et al., 2009). La zone géographique joue un réle tres important, il a été observé que les plantes
cultivées dans les régions temperées comme le Sud algérien ont un rendement plus faible par
rapport aux plantes cultivées dans le nord (Hamoudi, 2012). De plus d’autres facteurs
influencent le rendement des huiles essentielles comme le climat, la qualité et la quantité de

lumiére, la température et 1’indice de pluviométrie (Teucher, 2003).

1.2 Indice physico-chimiques de I’huile essentielle

1.2.1 Les propriétés organoleptiques

Les huiles essentielles sont responsables des senteurs émises par les plantes aromatiques, elles
ont différentes utilisations dans les domaines de la parfumerie, de la médecine, de
I’alimentation et de l'agriculture (Burt, 2004). Le tableau n°7, regroupe les propriétés
organoleptiques de I’huile essentielle de F.vulgare comparées avec les normes standards
données par AFNOR

Tableau n°7 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de F. vulgare.

Norme

Propriété L’huil iell
oprietes uile essentielle (AFNOR, 1986)

organoleptiques F.vulgare

Liquide huileux,

Aspect . Liquide, mobile et limpide
P mobile g P
Presque incolore a
Couleur Incolore .
jaune pale
., Fraiche, plus ou
Odeur anisée ) P .
moins anisé
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1.2.2 Ladensité relative a 20°C
La densité est une caractéristique de chaque huile essentielle. La densité de I'huile essentielle
de F.vulgare extraite dans la présente étude est de 0,893, et elle est dans les normes décrites

dans la littérature qui sont comprises entre 0,879 - 0,978 (Padrini, 1997).

1.2.3 L’indice de réfraction

La mesure de I’indice de réfraction a pour objectif la détermination de la pureté d’une huile
essentielle, la présence d’imputées méme a faible quantit¢ modifiée considérablement cet
indice (Bernard et al.,2014). F.vulgare a un indice de réfraction égale a 1,467 a 19,5 °C en
revanche, Lazouni et ces collaborateurs(2006) ont trouvé un indice plus grand de 1’ordre de
1,689a 20°C.

2  Les activités biologiques de F.vulgare

2.1 L’activité antioxydante (in vitro)

Les résultats de I’activité antioxydante de I'huile essentielle de F.vulgare in vitro et de 1’acide
ascorbique, exprimés en pourcentage d’inhibition ainsi que les valeurs d’ICso, calculées sont
présentées dans le tableau n°8.

Tableau n°8 : Activité antioxydante de F. vulgare Mill, exprimée en pourcentage d’inhibition

et en ICso.
Concentration Activité antioxydante 1Cs0
(ng/ml) (% d’inhibition) (pg/ml)

2 60,36

Acide ascorbique 3 80,18 1,6
4 89,19
F. vulgare 1000 27,84

(Huile essentielle) 2000 33,47 3220
4000 60,62

Les graphes suivants représentent le piegeage du DPPH par 1’acide ascorbique (Fig.8) et par

I’huile essentielle de F. vulgare(Fig.9).
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Figure n° 8: Piégeage du DPPH par I’acide ascorbique.

0,700

0,600
R?=0,9751

0,500

0,400 X

030 | el

o e

Absorbance 517nm

0,100

0,000
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

pg/ml

Figure n° 9: Piégeage du DPPH par I’huile essentielle de F. vulgare.

Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle de F.vulgare a une efficacité de pieger
le radical de DPPH avec unelCso de 3220 ug/ml, par contre I’ICsodel’acide ascorbique était
trés petite est de I’ordre de 1,6 ng/ml. Cette grande différence indique que 1’huile essentielle

de F. Vulgare a une activité antioxydante trés faible par rapport a celle de 1’acide ascorbique.
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Des travaux réalisés sur I’huile essentielle de F.vulgare, et qui utilisent la méthode de DPPH,
montrent des ICso plus petites que celle trouvée dans notre étude, de 872 ug/mL (Ouis, 2015)
et de280ug/ml (Menasria et Mellikeche, 2017). Cette différence peut étre expliquée par une
composition chimique différente (chémotype), due a différents facteurs tels que les facteurs
environnementaux et la période de la récolte ((Menasria et Mellikeche, 2017 ; Moghaddam
et al.,2015).

D’autre part, il a été démontré que I’huile essenticlle de F.vulgare joue le rdle d’un
antioxydant primaire qui réagit avec les radicaux libres qui peuvent causer des altérations

cellulaires dans le corps humain (Abdelaaty et al .,2011).

L’huile essentielle des graines F.vulgare est composé d’un mélange de plusieurs
monoterpenes et phenylpropanoides, avec le trans-anéthol, le  méthylechavicol (= estragole),
le fenchone et le limonene comme constituants majoritaires (Miguel et al.,2010). Cependant
I’activité antioxydante de I’huile a été reliée a la concentration du trans-anéthol, qui a la
capacité de réduire des radicaux libres, en formant facilement un radical cation conjugué
stable (Fig.10.) (Abdelaaty A, et al .,2011).

oM o CHs
#
H H ¥
H . H
CHy CH4
rrins=Anethole Benzylic radical cation

Good Antioxidant
Figure n°10 : Mécanisme de piégeage des radicaux par le trans-anéthol.

2.2 L’activité anti-inflammatoire (in vitro)

Si les huiles essentielles sont capables de piéger des radicaux libres, elles peuvent aussi réagir
comme des agents anti-inflammatoires, car une des réactions de la réponse inflammatoire est
I’explosion oxydative qui a lieu dans plusieurs cellules (monocytes, neutrophiles, éosinophiles
et macrophages)et qui est accompagnée par la libération des radicaux actifs de
I’oxygéne(Miguel, 2010).Ainsi nous nous sommes intéressés a 1’étude de D’activité anti-

inflammatoire de 1’huile essentielle F.Vulgare, qui a prouvé une activité antioxydante. Pour
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tester 1’activité anti-inflammatoire de I’huile essentielle de V. vulgare, nous avons traité les
globules rouges par la chaleur et par une solution hypotonique, les deux procédés provoquent
I’hémolyse, la présence de molécules anti-hémolytiques peut prévenir cette hémolyse. L’acide
salicylique est utilisé comme un anti-inflammatoire de référence. Les résultats sont montrés

dans le tableau n°9.

Dans cette expérience, 1’utilisation des érythrocytes offre plusieurs avantages, notamment que
ce sont des cellules exemptes d’organelles intracellulaires, et tout effet d’une substance sur
I’hémolyse hypotonique pourrait d’'une maniére justifiable €tre interprété comme effet sur la

membrane elle-méme (Seeman et Weinstein, 1966).

Tableau n°9 : Effet de I’huile essenticlle de F. vulgare Mill., contre 1’hémolyse des

membranes erythrocytaires, induite par la chaleur et par la solution hypotonique.

) % d’inhibition de I’hémolyse

. Concentrations i

Traitement Solution
(ng/ml) Chaleur

hypotonique

F. vulgare Mill, 50 61.90+0.07* 39.57+0.31

(Huile essentielle) 100 28.57+2.38 34.78+6.15

250 88.10+0.17* 41.30+16.91

Acide salicylique 500 45.24+4.76 37.81+2.81
* P<0.05.

D’apres les résultats de 1’activité anti-inflammatoire induite par la chaleur, I’huile essentielle
des graines de F.vulgare présente des pourcentages d’inhibition de I’hémolyse égaux a
61.90+0.07%, 28.57+2.38%et 88.10+0.17% aux concentrations de 50pg/ml,100pg/ml et
250pg/ml respectivement. Ce résultat montre que la plante a une activité anti-inflammatoire
significativement importante avec les concentrations de 50upg/ml et de 250ug/ml, en la
comparant avec 1’activité de 1’acide salicylique qui a donné un pourcentage d’inhibition de

45,24+4,76% a une concentration de 500ug/ml.

D’autre part, I’activité anti-inflammatoire de I’huile essentielle des graines F.vulgare testée
par la solution hypotonique, montre des pourcentages d’inhibition de I’hémolyse égaux a
39.57+£0.31%, 34.78+6.15% et 41.30+£16.91% aux concentrations de 50ug/ml,100pg/ml et
250ug/ml respectivement. Ces pourcentages sont comparables au pourcentage d’inhibition de

I’acide salicylique qui est de 37,81+2,81% a une concentration de 500ug/ml.
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L’activité anti-hémolytique de I’huile essentielle de F.vulgare peut étre expliquée par un effet
cytoprotecteur sur la membrane des érythrocytes qui pourrait étre di a la capacité de 1’huile

essentielle a modifier I’afflux de calcium dans les érythrocytes (Shinde et al., 1999).

Dans une autre étude, I’huile essentielle de F. vulgare a montré une activité anti-
inflammatoire in vivo, et qui a été attribuée a ses composés le limonéne, le a pinéne et le B
pinéne, bien que l’auteur a aussi suggéré la contribution de tous les autres constituants
(Ozbek, 2005). L’activité anti-inflammatoire d’une huile essentielle in vivo peut étre
expliquée par ’effet antioxydant de 1’huile essentielle d’une part et par I’interaction avec la
cascade de signalisation qui implique les cytokines et les facteurs de transcription et

I’expression des génes pro-inflammatoires d’autre par (Miguel, 2010).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
Le présent travail a pour but I’évaluation in vitro de 1’activité biologique de I’huile essentielle
de Foeniculum vulgare Mill., une espéce qui pousse dans la région d’Ain Témouchent, et qui

est largement utilisée par la population comme remede naturel contre plusieurs maladies.

L’obtention de I’huile essenticlle a partir des graines séches de F. vulgare par
hydrodistillation a montré un rendement important, ce qui confirme 1’efficacité de la méthode

d’extraction utilisée.

L’évaluation des activités biologiques in vitro de I’huile essentielle de F.vulgare, a montré
qu’elle possede un pouvoir antioxydant, qui piege le DPPH, et aussi un pouvoir de protection
des membranes érythrocytaires contre 1’hémolyse induite par la chaleur et le milieu

hypotonique.

En perspectives ; il serait intéressant d’¢élargir 1’étude des extractions a d’autres parties de
F.vulgare, et d’étudier les activités antioxydantes et anti-inflammatoires in vitro et in vivo,
ainsi d’établir la relation entre les extraits bioactives de la plante et leur mécanisme d’action.
En paralléle, une caractérisation des composés chimiques par GC-MS ou d’autres techniques
est nécessaire pour identifier les composés responsables des différentes activités et les tester

séparément.
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