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Résumé :

Les plantes médicinales ont été utilisées depuis des millénaires pour leurs propriétés
thérapeutiques, et la recherche moderne continue d'explorer leurs potentialités pour développer
de nouveaux traitements. Les huiles essentielles et les extraits de plantes constituent une source
précieuse de composés bioactifs aux propriétés antioxydantes et antibactériennes.

L'objectif de notre travail était d'étudier 1'activité biologique et biochimique des huiles
essentielles et des extraits des graines des plantes de fenouil (Foeniculum vulgare Mill) et de
cubeba (Piper cubeba). Pour l'extraction des huiles essentielles, nous avons utilis¢ la distillation
a la vapeur, tandis que les extraits ont ét¢ obtenus en faisant macérer la poudre de la plante dans
de l'eau distillée pendant 24 heures. Les rendements en huiles étaient de 1,02 % pour le fenouil et
de 0,97% pour le cubebe, tandis que les rendements en extraits étaient de 9,8 % pour le fenouil et
de 8,7 % pour le cubebe.

Les teneurs en polyphénol totaux (par la méthode de Folin-Ciocalteu) étaient de 80 mg

EQAG/g pour le Cubébe et de 12 mg EQAG/g pour le Fenouil. L’estimation quantitative des
flavonoides (par la méthode au trichlorure d’aluminium) étaient similaires entre les deux plantes,
avec 165 mg/g EQ pour le cubebe et 185 mg/g EQ pour le fenouil.
L’activité antioxydante des différents extraits (I’extrait aqueux et huiles essentielles) a été
évaluée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Les valeurs ICso des huiles étaient de
45 mg/ml pour le Fenouil et de 0,029 mg/ml pour le Cubéebe, tandis que pour les extraits, elles
¢taient de 7,4 mg/ml pour le Fenouil et de 0,3 mg/ml pour le cubébe.

En ce qui concerne l'activité antibactérienne des HEs, les tests de diffusion sur disque ont
montré que les huiles de graines de Fenouil et de Cubeba inhibaient la croissance de sept types
de bactéries et de levures, avec une efficacité particuliére de 1'huile de cubebe contre C. albicans,
E. coli et P. mirabilis. L'huile de fenouil a montré une inhibition plus forte contre Bacillus
cereus. Les huiles ont également démontré une activité bactéricide avec des concentrations allant
de 0,02 % a 1,25 % pour le Cubebe et de 1,25 % a 5 % pour le Fenouil.

Les extraits ont également montré une activité antibactérienne notable en utilisant la
méthode de diffusion en puits, avec une efficacité supérieure du cubebe contre P. aeruginosa , P.
mirabilis , tandis que le fenouil était plus efficace contre Bacillus cereus et Staphylococcus
aureus. Les extraits ont démontré une activité bactériostatique avec des concentrations efficaces
allant de 0,37 mg/ml a 6,25 mg/ml pour les deux plantes.

Mots clés : Huile essentielle ; Activité antibactérienne ; Activité antioxydante ; flavonoide ;
polyphénol ; Piper cubeba ; Foeniculum vulgare Mill
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Abstract :

Medicinal plants have been used for thousands of years for their therapeutic properties, and
modern research continues to explore their potential to develop new treatments. Essential oils
and plant extracts are a valuable source of bioactive compounds with antioxidant and
antibacterial properties.

The aim of our work was to study the biological and biochemical activity of essential oils and
seed extracts from fennel (Foeniculum vulgare Mill) and cubeba (Piper cubeba) plants. Steam
distillation was used to extract the essential oils, while the extracts were obtained by macerating
the plant powder in distilled water for 24 hours. Oil yields were 1.02% for Fennel and 0.97% for
Cubeb, while extract yields were 9.8% for Fennel and 8.7% for Cubeb.

Total polyphenol levels (using the Folin-Ciocalteu method) were 80 mg EQAG/g for Cubeb and
12 mg EQAG/g for Fennel. Quantitative estimates of flavonoids (using the aluminium trichloride
method) were similar between the two plants, with 165 mg/g EQ for Cubeb and 185 mg/g EQ for
Fennel.

The antioxidant activity of the various extracts (aqueous extract and essential oils) was assessed
using the DPPH free radical scavenging method. The ICso values for the oils were 45 mg/ml for
Fennel and 0.029 mg/ml for Cubeb, while for the extracts they were 7.4 mg/ml for Fennel and
0.3 mg/ml for Cubeb.

With regard to the antibacterial activity of EOs, disc diffusion tests showed that Fennel and
Cubeba seed oils inhibited the growth of seven types of bacteria and yeasts, with Cubeba oil
being particularly effective against C. albicans, E. coli and P. mirabilis. Fennel oil showed
stronger inhibition against Bacillus cereus. The oils also demonstrated bactericidal activity with
concentrations ranging from 0.02% to 1.25% for Cubebe and from 1.25% to 5% for Fennel.

The extracts also showed significant antibacterial activity using the well diffusion method, with
cubeb being more effective against P. aeruginosa , P. mirabilis , while fennel was more effective
against Bacillus cereus and Staphylococcus aureus. The extracts demonstrated bacteriostatic
activity with effective concentrations ranging from 0.37 mg/ml to 6.25 mg/ml for both plants.

Keywords: essential oil; antibacterial activity; antioxidant activity; flavonoid; polyphenol ,
Piper cubeba ; Foeniculum vulgare Mill
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Introduction

Introduction

La plante est un organisme vivant qui existe depuis I’antiquité. Elle constitue un maillon
trés important et fondamental dans le cycle biologique de vie des autres organismes vivants tel
que les animaux aussi bien les étres humains (Madi, 2011). En effet, il existe environ 500.000
espeéces de plantes sur terre, dont 80.000 possédent des propriétés médicinales (Benkhnigue,
2010).

Depuis origine de I’humanité les plantes et toutes les matieres naturelles ont été les seuls
remedes dont disposait étre humain pour soigner ses maladies. Une thérapie basée sur le savoir
empirique, ancestrale, sur 1’usage traditionnel transmis oralement au cours des siccles. La
thérapie par les plantes et leurs extraits reste prépondérante jusqu a 1930. Les chimistes du XIX
siecle firent de la phytothérapie un pas géant par les découvertes des véritables principes actifs.
Depuis quatre-vingt ans, les progreés de la chimie d’extraction puis, la chimie de synthese
permettent d’obtenir les principes actifs a état pur (Amar, 2009).

Les plantes médicinales sont une source incontournable et inépuisable de composés
biologiquement actifs. L’atout principal des PAM (Plante Aromatique et Médicinale) consiste
dans le fait qu’elles sont utilisées notamment pour le traitement de diverses pathologies, que ce
soit sous forme directe (infusions ou macérations) ou indirecte (extraction d’actifs) et
généralement en parfumerie, en cosmétique et pour I’aromatisation culinaire. Cette polyvalence
est a D'origine de la tendance actuelle visant a leur valorisation économique. L’effort de
recherche porte sur la caractérisation chimique et biologique de métabolites secondaires contenus
dans des extraits aux solvants ou des huiles essentielles qui seront, demain, les agents actifs
susceptibles de faire aboutir un nouveau médicament (Medbouhi, 2018).

Une grande partie de l'intérét des recherches actuelles porte sur I'é¢tude de molécules
antioxydants naturelles qui agissent comme captateurs de radicaux libres. Les capteurs de
radicaux libres ont pour réle de stopper ce processus en neutralisant ces composés tres réactifs,
pour réduire leur nocivité (Boyd et al., 2003).

Plusieurs études ont porté aussi sur l'activité antimicrobienne des métabolites secondaires,
principalement celle des huiles essentielles, qui de part de leur composition chimique peuvent
entrainer des dommages considérable sur les souches microbiennes (Bounatirou et al., 2007)

Ce présent document s’organise autour de quatre chapitres.

Le premier chapitre se concentre sur les métabolites secondaires, soulignant leur
importance biologique. Le deuxiéme présente les plantes étudiées, en détaillant leurs
caractéristiques. Le troisieme expose le matériel et les méthodes utilisés. Le quatriéme chapitre
analyse les résultats obtenus.

Pour compléter les recherches scientifiques existantes, nous avons étudi€é les activités
biologiques des deux plantes Piper cubeba et Foeniculum vulgare. A partir de cette analyse,
nous cherchons a répondre aux questions suivantes : les deux plantes ont-elles un effet
significatif sur les propriétés biologiques et biochimiques ? Si oui, laquelle des deux est la plus
active et comment expliquer cette activité accrue?
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1. Les éléments actifs des plantes
Le ou les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants naturellement

présents dans cette plante ; ils lui conférent son activité thérapeutique (Aouadhi, 2010). Ces
composants sont souvent en trés petites quantités dans la plante : ils ne représentent qu'un faible
pourcentage du poids total de la plante. Les ingrédients actifs se trouvent dans toutes les parties
de la plante, mais de manicre inégale. Et tous les composants actifs d'une méme plante n'ont pas
les mémes propriétés (Mouzaoui et Tamindjoute, 2012).

Principes actifs des plantes La notion de principe actif dans les plantes n’apparait qu’au
début du XIXeéme siecle avec 1’isolement de la morphine a partir de ’opium par 1’allemand
Friedrich Sertilirner. Ce dernier publie en 1817 un article sur les propriétés pharmacologiques de

la morphine (Wardencki ef al., 2007)
2. Métabolisme

Le métabolisme c’est ’ensemble des réactions chimiques qui se déroulent dans un
organisme, est un processus tres dynamique. Les molécules sont en continuel renouvellement ; la
compositiond’une cellule a un instant donné est un équilibre entre synthése et dégradation
(Hopkins, 2003). Le métabolisme est soumis a une régulation équilibrée évitant toute
accumulation des produits finaux ou intermédiaires (Marouf et Reynaud, 2007).

2.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de I"organisme d’une plante pour y assurer sa survie. (Donatien, 2009). Ce sont des
molécules constitutives ou permanentes : directement impliqué dans les principales voies du
métabolisme basal de la cellule, c'est-a-dire indispensables a la survie cellulaire. (Elkolli, 2017).
Ils sont classés en quatre grandes catégories :

Les glucides, source d’énergie.

Les lipides, source d’énergie, membranes cellulaires.

Les acides aminés, source primaire de construction des protéines.
Les acides nucléiques.

2.2, Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
l'organisme de la plante. Ils y jouent différents roles, dont celui de moyen de défense contre les
agressions externes. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante.
(Donatien, 2009). Ils sont souvent synthétisés dans une partie de la plante et stockés dans une
autre (Thi Dao, 2008). Ces composés ne sont pas produits directement lors de la photosynthése,

mais résultent de réactions chimiques ultérieures. (Aiche, 2016).
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2.2.1.Les Terpénoides
Elaborés a partir des mémes précurseurs, les terpénoides et des stéroides constituent sans
doute le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux (Bruneton, 1999).
Les terpenes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité simple a cinq
atomes de carbone (figure 1). Leur grande diversité trouve son origine dans le nombre d’unités
de base qui composent la chaine ainsi que dans les divers modes d’assemblage. La formation de
structures cycliques, I’addition de fonctions comprenant de 1’oxygene et la conjugaison avec des

sucres ou d’autres molécules peuvent rendre leurs structures complexes (Hopkins, 2003).
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Figure 1 : Structure chimique de l'isopréne, unité fonctionnelle des terpeénes (Cécile, 2015).

2.2.1.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés volatils produits par des
organismes vivants et sont isolées souvent par des méthodes physiques (pression et distillation)
(Franz et Novak, 2010). Elles sont stockées dans des cellules spéciales (glandes, poils) et
peuvent étre contenues dans n’importe quelle partie d’une plante (Pengelly, 2004). Etant extraits
par distillation, les composants des huiles essentielles doivent étre volatils, de poids moléculaire
inférieur a 300 Daltons et 1égerement hydrophobes (Sell, 2010).

2.2.1.1.1. Les différentes catégories des composés des huiles essentielles
L’ensemble de ces composés peut étre divisé en deux grands groupes; les hydrocarbures

terpéniques (monoterpenes, sesquiterpenes et rarement diterpénes) et les composés oxygénés,
qui sont considérés comme substances aromatiques , de type phénylpropanoide (Besombes,
2008) . 11 existe naturellement d’autres corps qui peuvent entrer en faibles proportions dans la
constitution de certaines huiles essentielles : acides organiques, cétones de faible poids
moléculaire, coumarines volatiles, flavonoides, etc (Bernard et al., 1988).

A. Les terpénes

Sont rencontrés principalement les terpeénes (figure 2) les plus volatils : des monoterpénes
et des sesquiterpénes. Plusieurs milliers de composés ont été décrits et sont classés selon leur
nombre de cycles et selon la nature des fonctions qu’ils portent (alcool, aldéhyde, cétone, ester,

¢ther-oxyde...) (Ghestem et al., 2001)
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Figure 2 : Exemples des dérives terpeniques (Cécile, 2015)

B. Les composés aromatiques

Ces composés sont beaucoup moins fréquents (figure 3). Ils sont classés selon la nature des
fonctions qu’ils portent : acide, ester, aldéhyde, phénol, éther phénolique...) (figure 3) (Ghestem
et al., 2001).
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Figure 3: Structure Chimiques de quelques composés aromatiques (Goudjil ,2016)

2.2.1.1.2. Modes d’extractiones des huilles essentielles
A. Hydrodistillation
L’ hydrodistillation est la technique de référence dans 1’étude des composés volatiles d’une
plante dans le domaine de la recherche. Le phénomene physique est identique a celui décrit
précédemment. Cependant une verrerie adaptée a été mis en place permettant a la fois la
circulation en circuit quasi-fermé de I’eau sous forme aqueuse et gazeuse et la cohobation de
I’huile essentielle. Ces phénomenes ont étés rendus possibles a 1’échelle du laboratoire grace a

I’utilisation d’un appareillage de type Clevenger (figure 4) (sylvain , 2010).
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Figure 4: Appareil d'extraction des huiles essentielles type Clevenger (Zeraib, 2010).

B. Extraction assistée par micro-ondes
En 1986, Ganzler et al. furent les premiers a présenter une technique d’extraction par

solvant assistée par micro-ondes en vue d’une analyse chromatographique (figure 5). Cette
technique permettait de réduire les temps d’extraction et donc les dépenses en énergie par
rapport a une méthode conventionnelle. En 1990, Paré et al. ont déposé un premier brevet
européen, sur « I’extraction de produits naturels assistée par micro-ondes ».Les micro-ondes sont
utilisées pour accélérer le processus d'extraction en agitant les molécules dans la plante. Cela
permet d'obtenir des extraits en moins de temps et avec moins de solvant (Sylvain, 2010).
Depuis différentes techniques d’extraction par micro-ondes ont été développées et de nombreux

brevets ont été déposés

Condenseur
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Figure S : Schéma d’extraction par solvant assistée par micro-ondes (Farhat , 2010)
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C. L’espace de téte

Permet l'analyse des constituants volatils en établissant un équilibre thermodynamique
entre I'échantillon solide et la vapeur. s. Le végétal, enfermé dans un pilulier étanche, est placé
dans une étuve thermostatée chauffée a une température prédéterminée. Un équilibre
thermodynamique entre 1’échantillon solide et la couche de vapeur s’établit dans le pilulier. La
phase gazeuse est ensuite transférée dans une colonne CPG pour que les constituants soient
individualisés. Cette technique permet d’étudier uniquement les composés volatils tandis que les
substances non volatiles restent dans le pilulier. (Sylvain, 2010).

2.2.1.1.3. Les propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont ét¢ largement utilisées pour leurs propriétés antibactériennes,
Exemple : Behbahani ef al. (2013) ont révélé Iactivité antimicrobienne des huiles essentielles
de deux especes de Thym (Thymus daenensis et Thymus vulgaris) contre trois bactéries
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli), une levure (Candida albicans) et un
champignon (4spergillus niger) antifongique et insecticide. Leurs utilisations pharmaceutique et
alimentaire sont de plus en plus appréciées comme des alternatives des produits chimiques de
synthese, afin de protéger 1’équilibre écologique (Bakkali ef al., 2008).
Autre étude Safaei-Ghomi et al. (2009) ont révélé I’action antioxydante des huiles essentielles
de Thymus caramanicus et ceci en employant deux test d’activité. Un autre exemple est ’activité
antiparasitaire observé par Melo et al. (2013), contre la leishmaniose et ceci en employant les
huiles essentielles de Lippia gracilis. Ainsi, ’activitéanticancéreuse des huiles essentielles de
Cupressus sempervirens a ¢t¢ mise en évidence par Fayed (2015). Une activité anti-
inflammatoire, avec une inhibition des enzymes clés intervenant dans la maladie d’Alzheimer
(I’acetylcholinesterase et la butyrilcholinesterase), ont été attribuées aux huiles essentielles
d’Origanum ehrenbergii Boiss et Origanum syriacum L. par Loizzo et al. (2009).

2.2.2. Les composés phénoliques

Le terme «composé phénoliques» comprend plusieurs milliers de molécules qui répondent
difficilement a une définition simple de point de vue chimique, il est déterminé par un cycle
benzénique porteur d'au moins un groupe hydroxyle libre ou impliqué dans une autre fonction
(éther, ester...) (Wichtl et Anton, 2003).

La plupart de ces composés ont une solubilité¢ variable, en fonction de leur degré de
polarité et de leur structure, tels que le degré d'hydroxyle, de glycosylation ou d'acylation.

(Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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Les composés phénoliques des végétaux sont biosynthetisés par trois voies différentes
(Thayumanavan et Sadasivam, 2003) : voie Shikimique, voie Acétate-Malonate ou voie des

polycétides et voie acétate Mevalonate.

2.2.2.1. La classification des composés phénoliques

Le terme de phénols couvre un groupe large et diversifi¢ de composés chimiques, qui
peuvent étre classés selon plusieurs critéres. Sont :

A. Les phénols simples

Les phénols simples consistent en un cycle aromatique dans lequel un hydrogeéne est
remplacé par un groupe hydroxyle. Leur distribution est répandue dans toutes les classes de
plantes (pangly 2014) .

B. Les flavonoides

Les flavonoides sont les représentants les plus nombreux dans la famille des polyphénols
(plus de 5 000 molécules isolées). Ce sont des pigments végétaux jaune orangé (leur nom venant
du mot latin flavus : jaune) (Bruneton, 2009 ) . Tous les flavonoides possédent la méme structure
de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure de base (figure
6 ): deux cycles aromatiques A et B a six atomes de carbones liés avec une unité de trois atomes

de carbone qui peut ou non étre une partie d'un troisieme cycle C (Boubekri ,2014)

0 0

Figure 6: Structure de base d'un flavonoide (Heller et Forkmann, 1993).

C. Les acides phénoliques :

Les acides phénoliques (figure 7) font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Boubekri, 2014). Le terme d’acide —
phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins une fonction

carboxylique et hydroxyle phénolique (Bruneton, 1999).
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Figure 7 : Structures chimiques des acides phénoliques (Benabed, 2018) .

e Les formes condensées :

Ces formes résultent de la condensation de certaines des formes simples, selon la nature de ces

formes simples ainsi que le type de condensation, on obtient des formes plus ou moins

complexes qui sont particulierement difficiles a étudier car elles nécessitent une dégradation

chimique ou enzymatique afin de pouvoir les analyser. Parmi les formes condensées on peut

distinguer les tannins et les lignines (Macheix, 2005).

D. Les tannins :

Les tanins sont des composés de masse moléculaire élevée (500-5000) contenant suffisamment

de groupes hydroxyle phénoliques pour permettre la formation de réticulations stables avec des

protéines et, par conséquent, les précipiter. Presque tous les tanins sont classés comme des tanins

hydrolysables ou des tanins condensés (figure 8), certaines plantes contiennent les deux types

(Pengelly, 2004 ; Macheix, 2005).
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Figure 8 : Structure chimique des tanins (a) hydrolysables (b) condensé (Bothi et al., 2014)

E. Les lignines :

Ce sont des polymeres phénoliques, ils jouent un role important en fournissant le soutien
structurel aux plantes. C’est le deuxiéme polymere le plus abondant dans la nature, apres la
cellulose (Macheix, 2005).

2.2.2.2. Modes d’extraction des composés phénoliques
D. Extraction par solvants

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent également étre obtenus par 1’extraction
liquide-liquide avec des solvants organiques (éthanol, pentane, hexane, acétate d’éthyle,
dichlorométhane, oxyde de diéthyle, etc...).

L’extraction permet non-seulement la récupération des composés présents dans les huiles
essentielles mais également celle de composés «lourds» qui présentent un intérét spécifique en
fonction de leur structure moléculaire (flavonoides, triterpénes etc.). L’industrie cosmétique et
agro-alimentaire différencie les extraits selon le type de solvant utilisée, le type de matiere
premicre, etc... (Bruneton, 1993)

2.2.2.3. Propriétés des composés phénoliques

Les composés phénoliques possédent des activités biologiques importantes qui peuvent
étre liées directement a leurs structures chimiques. La santé humaine est ¢galement intimement
liée a cette classe de composés, car de nombreux composés médicinaux sont dérivés ou inspirés
par les phénols des plantes. Les exemples incluent la podophyllotoxine de lignane de la pomme
de mai (Podophyllum peltatum), qui va former le téniposide, 1'étoposide et I'étophos, utilisés pour
traiter un certain nombre de cancers. La curcumine diarylheptanoide de Curcuma (I'épice de
curry), qui a de puissantes propriétés anti-inflammatoires et est utilisé dans le monde entier pour
traiter l'arthrit et d'autres maladies inflammatoires (Kutchan et al., 2015). Un nombre important

de recherches ont démontré les propriétés antimicrobiennes des extraits phénoliques, citant entre

11
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autres 1’¢tude réalisée par Benbelaid er al. (2013) qui s’ont intéressé par les effets
antimicrobiens des composé€s phénoliques extraits a partir de 1’espéce endémique Thymus
lanceolatus Desf., ces derniers ont montré une inhibition de croissance contre les différentes
souches testées (21 souches dont 19 bactéries et deux champignons).

Les composés phénoliques sont caractérisés par des propriétés antioxydantes importantes.
Ils peuvent agir en tant qu'agents réducteurs, donneurs d'hydrogéne, chélateurs de métaux et
picgeurs d’oxygene singulet (Sarma, 2011). Plusieurs études sont intéressées par 1’activité
antioxydante des composés phénoliques, a titre d’exemples on peut citer : Delgado et al. (2014),
ont étudié les extraits phénoliques de 20 populations de Thymus mastichina L. Cette étude a
montré une activité antioxydante importante de ces extraits. Une étude menée par Hyun et al.
(2014), ont exploré¢ les effets antidiabétiques des extraits phénoliques de Thymus
quinquecostatus Celak, et ceci en étudiant leur pouvoir d’inhiber les enzymes a-glucosidase et a-
amylase.

2.2.3. Les alcaloides :

Les alcaloides sont parmi les ingrédients actifs les plus importants en pharmacologie et en
médecine (Adouane, 2016). Ce sont des produits azotés basiques, origine naturelle avec une
structure complexe dont I'atome azote est inclus dans un systeéme hétérocyclique et dont 1'activité
pharmacologique est significative (Krief, 2003). Les alcaloides sont utilisés comme
médicaments anticancéreux, sédatifs et pour leur effet sur les troubles neurologiques (maladie de

Parkinson) (Adouane, 2016).
3. Les Antioxydants

Le terme «antioxydant» a ¢été formulé comme « une substance qui en faibles
concentrations, en présence du substrat oxydable, ralentit ou empéche significativement
I’oxydation des substrats matériels ». Vansant (2004) définit les antioxydants comme 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 de ROS. Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou non-enzymatiques,

endogenes ou exogenes (Mahmoudi, 2013).

3.1. Le stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par

des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.
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Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en
équilibre. Sitel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une
surproduction énorme de radicaux, l'exces de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier,
2003).

3.2 Radicaux Libres

Un radical libre est défini comme toute espece qui contient un ou plusieurs électrons non
appariés. Les especes réactives d'oxygene (ERO) sont des termes collectifs qui comprennent les
radicaux oxygene tels que le superoxyde (OH), I'hydroxyle (OH-), le peroxyle (RO;)et des
radicaux hydroperoxyle (HO;'), et certains agents oxydants non radicaux tels que le peroxyde
d'hydrogéne (H.0.), l'acide hypochloreux (HOcCl)et I'ozone (Os;), qui peuvent étre facilement
transformés en radicaux. Cependant, les especes réactives d'oxygeéne sont ¢galement produites au
cours du métabolisme normal et sont impliqués dans les réactions enzymatiques, le transport
d'¢lectrons mitochondrial, la transduction du signal, 1'activation des facteurs de transcription
nucléaires, l'expression des geénes et l'action antimicrobienne des neutrophiles et des
macrophages (Bayir, 2005).

Comme il existe aussi des sources exogénes de ces especes, tel que I’exposition au
rayonnement, le tabagisme, les polluants et les pesticides, les solvants organiques, les
anesthésies. Certains de ces composés ainsi que quelques médicaments peuvent se transformer
en produits intermédiaires de radicaux libres qui vont endommager les tissus cibles (Machlin et
Bendich, 1987).

3.3. Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

I1 existe plusieurs méthodes pour évaluer I’activité antioxydante des substances naturelles,
ces méthodes reposent essentiellement sur deux principes :

Le premier est associ¢é avec la peroxidation lipidique, comme les tests de
I’acide thiobarbiturique (TBA), du B-caroténe et des diénes conjugués, le deuxieme repose sur le
transfert d’éléctrons ou de protons pour la neutralisation des radicaux ou de certains métaux,
c’est le cas des tests : DPPH, ABTS, FRAP... (Shibamoto, 2014).

Les méthodes les plus couramment utilisées sont celles de la réduction du 2,2-diphényl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH), de I’inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique, de la chélation
des métaux et de blanchissement du B-caroténe dans I’acide linoléique. La mesure de 1'inhibition
de la peroxydation d'acide linoléique est une méthode efficace pour 1'évaluation de l'activité
antioxydante des huiles essentielles. Cette activité est déterminée par le pourcentage d'inhibition

de la peroxydation d'acide linolé¢ique (Hussain ez al., 2008).
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La méthode de chélation des métaux est employée pour déterminer la puissance de
réduction des huiles essentielles. Ces derniers raménent le complexe de
Fe*"ferricyanide[FeCl3/K; Fe (CN)s] a la forme (Fe?") ferreuse (Oyaizu, 1986).

Par conséquent, selon la puissance de réduction des substances testées, la couleur jaune de
la solution d'essai change en vert ou en bleu (Nikhat et al., 2009).

L’efficacité¢ d’un antioxydant présent dans 1’aliment peut étre testée par la mesure de son
pouvoir a piéger les radicaux libres. On rencontre dans la littérature, au moins une variante du
test de piégeage pour chaque espece réactive de I’oxygene (ERO) ainsi que les autres radicaux
stables utilisés tels que le DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, I’ABTS : 2,2-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) et le DMPD : N, N, -dimethyl-p phenylenediamine.

Afin de choisir la bonne méthode, il faut savoir ce que 1’on va mesurer et évaluer. Le
blanchiment du B-caroténe dans 1'acide linoléique et de la réduction de DPPH sont des méthodes
efficaces, simples, reproductibles et rapides pour évaluer les propriétés antioxydantes des

huiles.(Ragnarsson et al., 1977; Namiki, 1990; Frankel, 1996).

4. Activité Antimicrobienne

Les effets antimicrobiens de différentes especes d’herbes et d’épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi, les huiles
essentielles, actuellement employés comme aromes alimentaires sont également connus pour
posséder des activités antimicrobiennes et pourraient donc servir d’agents de
conservationalimentaires, et ce d’autant plus qu’ils sont pour la plupart classés “généralement
reconnus comme sains” (Generally Recognized As Safe GRAS), ou approuvés comme additifs
alimentaires par la Food and Drug Administration. Ils n’ont, par conséquent, pas besoin
d’autorisation d’emploi dans les aliments ; cependant, des études préalables sont nécessaires afin
de mieux cerner leur activité antimicrobienne. Cette activité antimicrobienne est principalement
fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils
majeurs (Sipailiene et al., 2006).

4.1. Méthodes d’evalution de ’activité antimicrobienne
4.1.1.Méthode de I’aromatogramme

En plus de Dl’appellation méthode de I’aromatogramme (Abdesselam, 2006), clle est
appelée aussi technique de I’antibioaromatogramme (Jacob, 1979), méthode de VINCENT
(Pibiri, 2006), méthode de diffusion dans la gélose (agar) (Razakarivony et al., 2009). Elle est
particulierement adaptée a I’étude de I’action antibactérienne. Elle permet de déterminer la
sensibilité des différentes especes bactériennes vis a vis de 1’huile essentielle donnée. Elle peut

étre aussi adaptée pour tester d’autres agents antimicrobiens (Wilkinson, 2006).
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Une autre technique de diffusion sans disque, elle consiste en I’aménagement d’une cavité
dans la gélose. Cette cavité est ensuite remplie d’un volume donné d’huile essentielle qui va
diffuser dans la gélose, et on procéde, apreés incubation, a la mesure du diametre d’inhibition

comme dans la technique précédente (Rhayour, 2002; Wilkinson, 2006).

4.1.2.Méthode de microatmosphéres
Dans cette méthode, les disques imprégnés par 1’huile essentielle sont déposés au centre du
couvercle de la boite de Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience (couvercle en bas),
cette méthode est appelée « Méthode de microatmosphéres ». Le disque n’est donc plus en
contact avec le milieu gélosé. Il se produit une évaporation des substances volatiles et on lit apres
incubation, la croissance des germes ou ’inhibition de leur croissance (De Billerbeck ez al.,
2002; Lahlou, 2004; Baser et Buchbauer, 2010). Cette méthode est rarement citée car les
auteurs qui se sont penchés spécifiquement sur I’activité de la phase vapeur sont encore peu
nombreux.
4.1.3.Méthode de dilution
La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrice. Elle
consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire pour
inhiber la croissance d’un microorganisme (Oussou et al., 2008; Derwich et al., 2010).
L’efficacité¢ de ’huile essentielle testée est évaluée par la mesure de 2 concentrations : la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB). Ces
concentrations nous permettent de connaitre la nature de ’activité antimicrobienne de 1’huile
essentielle : bactériostatique ou bactéricide.
On ne dispose pas de définition officielle de ces grandeurs, les définitions données sont
celles utilisées dans les études scientifiques. Elles sont donc susceptibles de varier d’un auteur a
un autre.
4.1.3.1.Méthode de dilution d’agar
La méthode de dilution d'agar est plus économique que celle qui se pratique sur milieu
liquide, parce qu’elle a beaucoup d’avantages : un grand nombre de souches peuvent étre testées
immédiatement, la contamination est facilement détectée et le milieu peut contenir des matériaux
opaques. Elle consiste a réaliser des dilutions des huiles essentielles, et les incorporer dans le
milieu gélos¢ fondu et refroidi a 45°C, et a tester sur ce milieu les souches bactériennes a étudier
(Benzeggouta, 2005; Wilkinson, 2006;Tepsorn, 2009). Ces dernie¢res sont ensemencées a la
surface, soit en stries avec une anse calibrée (Benzeggouta, 2005), soit en point avec des
micropipettes (De Billerbeck et al., 2002; Mayachiew & Devahastin, 2008). Cette méthode est

utilisée comme un indicateur de l'activité antibactérienne, en plus de la recherche de la valeur
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réelle lorsque c'est possible. Dans la littérature, les études publiées sur la méthode de dilution
d’agar pour évaluer l'activité antimicrobienne des extraits de plante aromatiques ou de leurs
huiles essentielles ont employ¢ différents dissolvants pour incorporer les extraits dans le milieu

(Gachkar et al., 2007; Su et al., 2008).

4.1.3.2. Méthode de dilution de bouillon

La méthode de dilution en bouillon est utilisée aussi pour déterminer la concentration
minimale inhibitrice. Une gamme de dilution des huiles essentielles est additionnée a une série
de tubes contenant un milieu de culture liquide, de composition convenable. Aprés inoculation
des especes microbiennes ¢tudiées et incubation dans les mémes conditions, la concentration
minimale inhibitrice est indiquée par le tube de la dilution a partir de laquelle aucune croissance
microbienne n’est constatée. C’est-a-dire qu’aucune turbidité ou trouble n’est observé dans le
milieu (Kechkar, 2008).

Des méthodes de micro-bouillon ont ¢été également développées, utilisant des

microplaqueset de ce fait réduisant le volume de 'extrait requis (Del-Vechio-Vieira et al., 2009).

Une mesure de turbidité ou une utilisation d'un indicateur de viabilité des microorganismes
permettent la détermination des concentrations minimales inhibitrices «resazurine, methyl
thiazol diphenyl tetrazolium (MTT) » (Kamatou ef al, 2009; Hussain et al., 2010). Les
méthodes de microplaques nécessitent moins de temps et de moyens que d'autres méthodes

(Wilkinson, 2006).

4.2.Description des bactéries étudiées

Bacillus subtilis :
Ce sont des bacilles a Gram positif, appartenant a la famille des Bacillaceae, et des germes

de l'environnement que 1'on trouve partout sur le sol et dans la poussiére. La thermorésistante de
leurs sporesexplique que I'on puisse les trouver comme contaminants dans les produitssupposés
stériles. Ils sont aéro-anaérobies, mobiles par une ciliature péritriche, a I'exception de B.
anthracis qui est toujours immobile. Ces bactéries se développent sur gélose ordinaire a 37 °C
(Ferron, 1983)

Bacillus cereus :

Batonnet a Gram positif, habituellement mobile. Endospore, aérobie ou anaérobie facultatif,
appartenant a la famille des Bacillaceae (Dusant, 2005). B. cereus est un pathogene
opportuniste émergent, fréquemment associé¢ a des toxi-infections alimentaires. Les symptomes
provoqués par B. cereus lors de contaminations alimentaires sont généralement ceux d’une

gastro-entérite (Granum, 1994). Sont courantes dans 1’environnement et peuvent contaminer les

16



Etude bibliographique Chapitre I : les métabolites secondaires

aliments. Il peut se multiplier rapidement a température ambiante avec une toxine préformée
abondamment présente (Nguyen et Tallent, 2019 ; Holzel et al., 2018).

Candida albicans :

Candida albicans est un organisme mycotique, c'est-a-dire qu'il fait partie de la famille des
champignons, appartenant a la famille des Saccharomycetaceae. C’est I'espece de levure la plus
importante et la plus connue du genre Candida Il est présent depuis toujours sur nos muqueuses,
notre peau, ou bien encore dans notre intestin. Lors d'un déséquilibre immunitaire ou hormonal,
il prolifere et devient pathogeéne en libérant des toxines. On parle alors de "candidose". Se
présentent sous forme de blastospores (blastoconidies). Ce sont de petites cellules de 2 a 5 um
par 3 a 7 um, globulaires, ovoides ou cylindriques selon I'espéce (Schoeters et van dijck, 2019).

Escherichia .coli :
Batonnet a Gram négatif, C’est une bactérie immobile ou mobile avec une structure

flagellaire péritriche et non-sporulée, appartenant a la famille des Enterobacteriaceae.. Sa
température optimale de croissance est de 37 °C. Bactérie non exigeante. (Baliere, 2016), E.
coli, hote normal de I’intestin de I’homme et des animaux souvent retrouvé en petit nombre dans
les urines saines. C’est une bactérie largement répandue dans le milieu extérieur, sa présence en
quantit¢ importante témoigne d’une contamination fécale récente (Nauciel et Vildé, 2005)

Klebsiella pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae sont des bacilles appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, Gram
négatif, immobiles, diplobacilles généralement capsulées, non sporulées, anaérobies facultatifs
(El Fertas-Aissani et al.,, 2012), et s’agencent de différentes manicres ; soit en courtes
chainettes, en diplobacilles et parfois méme isolées (Ayan et al., 2003 ; Jonas et al., 2004).

K. pneumoniae est une espece ubiquitaire, et fréquemment isolée dans I'environnement a partir
d'échantillons de sol, d'eaux de surface, d'eaux usées, de végétaux , et de muqueuses des
mammiferes, en particulier de la flore fécale.( Baerwolf et al., 2002)

Proteus mirabilis :

Proteus mirabilis est une bactérie opportuniste appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. C’est une batonnet de 1 a 2 pm de longueur, polymorphe, Gram négatif,
asporulée, anaérobie facultatif, mobile (Rézalski et al, 2012). Les Proteus mirabilis sont
largement répondus dans I’environnement naturel, y compris 1’eau polluée, le sol et le fumier, on
les rencontre aussi dans la viande putride, des abcés (Kelley et al., 2009) .

Pseudomonas aeruginosa

Est un bacille Gram négatif en forme de batonnet, appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae, mobile, aérobie strict. Il s’agit d’un microorganisme saprophyte de

I’environnement, notamment au niveau de [’eau, des sols humides et des végétaux. Il est
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¢galement un commensal de I’homme, en particulier au niveau intestinal, considéré comme une
bactérie opportuniste, provoquant des infections chez des patients ayant une diminution de leur
systetme de défense immunitaire mais également physique. Ainsi, il est responsable, pour une
large part, d’infections nosocomiales, notamment des sites respiratoires et urinaires (Hafiane et
Ravaoarinoro, 2008; Minchella et al., 2010 ).

Staphylococcus aureus :

Ce sont des cocci Gram positif, appartenant a la famille des Staphylococcaceae. 1ls sont
immobiles, non sporulés. La majorité des S. aureus sont capsulés mais ils peuvent perdre leur
capsule apres culture. C'est une bactérie anaérobie facultative et elle est également mésophile,
ayant une température optimale de croissance a 37 °C. (Robert, 2013). Les staphylocoques sont
des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de I’Homme et de I’animal. L’ habitat
préférentiel de S.aureus chez ’Homme est la muqueuse nasale avec 10 a 40% d’individus

porteurs de facon permanente (El-Anzi, 2014)
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1. Foeniculum vulgare Mill

Foeniculum vulgare est en effet le nom valide le plus ancien du genre Foeniculum, et il
remonte a plus de 4 000 ans. Ce nom provient du latin "fenum" ou "foin", en raison de la finesse
des divisions de ses feuilles. En grec, le fenouil était appelé "marathon" en référence a la bataille
du méme nom qui s'est déroulée dans un champ de fenouil (Myrtéa, 2015). Selon les régles
internationales adoptées a Cambridge, le nom Foeniculum vulgare doit €tre attribué¢ a Philip
Miller, qui I'a d'abord publié¢ de maniére valide dans la huitiéme édition de son "Dictionnaire des
jardiniers" en 1768 (Hill, 1756). Originaire de la région méditerranéenne et du Caucase,
(Marotti et al,. 1993 ) le fenouil est généralement considéré comme indigeéne sur les rives de la
mer Méditerranée, mais il s'est largement naturalisé dans de nombreuses parties du monde, en
particulier sur les sols secs pres de la cote de la mer et sur les berges des riviéres. Il a été cultivé
en Russie, en Inde, en Chine et au Japon.

Le fenouil était utilisé par les anciens Egyptiens comme aliment et médicament, et il était
considéré comme un remede contre les morsures de serpent dans la Chine ancienne (Al-Snafi,
2018).

1.1. Description botanique

Le fenouil (Foeniculum vulgare Mill.) est une plante herbacée vivace de la famille des
Apiaceae (figure 10), originaire du bassin méditerranéen, cultivée et naturalisée dans diverses
régions du monde. Il se présente sous forme de touffes atteignant jusqu'a 2 metres de hauteur,
avec des tiges cylindriques striées portant des feuilles finement découpées et des fleurs jaunes
disposées en ombelles (Vienna et al., 2005). Ses fruits oblongs a 5 cotes sont aromatiques et ont
une saveur anisée. On distingue le fenouil sauvage (Foeniculum vulgare Mill. subsp. piperitum
Ucria) des variétés cultivées, regroupées en trois groupes : amer, doux et bulbeux. Les graines
de fenouil, généralement utilisées, ont des caractéristiques variées en termes de taille, de forme et
de couleur, et dégagent une forte odeur douce (Stefanini, 2006). La plante est bisannuelle ou
vivace, pouvant atteindre jusqu'a 2,5 métres de hauteur, avec des tiges creuses. Les fleurs jaunes
se présentent en ombelles et les fruits sont des graines séches de 4 a 10 mm de longueur (Rather
et al., 2012). Le fenouil est largement utilis¢ comme herbe aromatique et 1égume. Son utilisation
remonte au Moyen Age en Italie et il est récolté a la fin de 1'été pour ses fruits (Boutaghane,

2013).
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Figure 10 : Photos représentatives des feuilles de Foeniculum vulgare (A), des fleurs (B) et des
graines (C) (Badgujar et al., 2014) .
1.2. Classification botanique
Le fenouil commun (Foeniculum vulgare Mill.) est une plante appartenant a la famille des

Apiacées (tableau 1), également connue sous le nom d'Ombelliféres (Dupont et Guignard,
2007). Cette famille est reconnue pour sa richesse en huiles essentielles (tableau 3) (Amimar et
al., 2001; Olle et Bender, 2010)

Le genre Foeniculum est diversifi€¢, mais se compose principalement de cette espece,
divisée en deux sous-espéces : ssp. piperitum et ssp. vulgare. La sous-espece vulgare comprend
trois variétés : vulgare (fenouil amer), dulce (fenouil doux) et azoricum (fenouil bulbeux)
(Badoc et al., 1995) .

Le fruit de cette derniere variété mesure plus de 10cm et pese jusqu’a 400g, formé par les
feuilles basales qui ont grandi les uns avec les autres. En revanche, le fenouil doux développe
des graines trés aromatiques et légérement sucrées.

Tandis que les deux variétés de fenouil présentées précédemment sont des plantes de jardin
appréciées, le fenouil commun pousse également a 1’état sauvage. On n’utilise en général que les
graines de cette variété (Kothe, 2008).

Tableau 1 : La classification taxonomique du Foeniculum vulgare Mill (Shamkant et al., 2014)

Régne Plantae (Végétal)
Embranchement Magnoliophyta (Plantes a fleurs)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classe Asteridae (Astéridées)
Ordre Apiales
Famille Apiaceae (Apiacées)
Genre Foeniculum
Espéce Foeniculum vulgare
Nom botanique Foeniculum vulgare Mill
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1.3. Nom vernaculaire de Foeniculum vulgare Mille
La plante porte différents noms vernaculaires selon sa répartition (tableau 2)
Tableau 2 : les noms vernaculaires de Foeniculum vulgare Mille dans différentes régions et

langues (Shamkant et al., 2014) .

Région/langue | Nom local

Arabic Bisbas, razianaj

English Bitter fennel, common fennel, sweet fennel, wild fennel

France Fenouille

Germany Fenchel, fenchle, bitterfenchel, wilder fenchel, dunkler fenchel,

Italy Finucchio, finucchiello, finochietto, finocchiella, fenucciu, fenucéttu-
sarvegu

1.4. Composition chimique du fenouil
F. vulgare contient 6,3% d'humidité, 9,5% de protéines, 10% de matiéres grasses, 13,4%

de minéraux, de fibres et de 18,5% a 42,3% de glucides. Les minéraux et les vitamines présentes
dans F. vulgare sont le calcium, le potassium, le sodium, le fer, le phosphore, la thiamine, la
riboflavine, la niacine et la vitamine C (Rather et al., 2012).

1.5. Les huiles essentielles
Les principaux composants des huiles essentielles des fruits de Foeniculum vulgare sont :

(Senatore et al., 2013), Trans-anéthole, Estragol, Fenchone, a-phellandréne, Alcool anisique,
Anisaldéhyde, Monoterpénes (1 a 5%): (R)-limonéne, a-pinéne, camphre, p-cyméne, myrcene,
a- et B-phellandrénes, sabinéne, y-terpinéne, cis-B-ocymene, terpinoléne. D'autres constituants
peuvent également étre présents en plus petites quantités, tels que: Acides phénylacryliques,
Alcools phénylalyliques, Acides phénolcarboxyliques, Hydroxycoumarines (traces) : osthénol,
scoparine et ombélliférone, Furanocoumarines (traces) : bergapténe, impératorine et psoralene,
Flavonoides (peu abondants), Trimeres de stilbénes et leurs hétérosides, Lipides (9 a 21%),
Protéines (20 a 30%) (Paloma, 2012) (tableau 3).

Tableau 3 : Composition chimique de les huiles essentielles de Foeniculum vulgare selon une
analyse GLC-MS. : (Farukh et al., 2017) .

Compounds %
trans-Anethole 36.8
a-Ethyl-p-methoxybenzyl alcohol 9.10
p-Anisaldehyde 7.73
Carvone 4.87
1-Phenylpenta-2,4-diyne 4.75
Fenchyl butanoate 4.23
Neomenthol 3.62
(2E)-Dodecenal 3.44
B-Ethyl-p-methoxybenzyl alcohol 3.27
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trans-Thujone 2.95
Fenchone 2.75
Carvacrol 2.15
Linalyl acetate 1.88
Unidentified 1.39
(E)-Chrysanthenyl acetate 1.38
Thymol 1.03
Fenchyl isobutanoate 1.03
(E)-B-Terpineol 1.00
Linalool 0.75
cis-Thujone 0.74
(E)-Dihydrocarvone 0.64
Unidentified 0.64
Geranial 0.56
Myrtenyl acetate 0.54
exo-Fenchyl acetate 0.48
Penta-1,3-diynylbenzene 0.46
Dill ether 0.44
Methylchavicol (=estragole) 0.42
Unidentified 0.30
Caryophyllene oxide 0.25
Camphor 0.23
iso-Menthone 0.10
1-Hexadecene 0.08
Terpene hydrocarbons: 5.21
Oxygenated terpenoids: 85.78
Others: 6.70
Total identified: 97.67

1.6. Utilisation :

L’herbe a beaucoup d'usages de médecine culinaires et traditionnels. Les jeunes pousses,
les feuilles et les fruits entierement muris et séchés, sont couramment utilisés pour les remeédes
maison. Ses fruits aromatiques ont été utilisés comme épices culinaires dans de nombreux
pays.De plus, elle possédait des activités analgésiques, anti-inflammatoires et anti oxydantes,
présentait aussi des activités antibactériennes et antivirales (Weiping et Baokang, 2011).

Il est utilis¢é pour traiter des affections simples (par ex.toux/rhume, coupures) a des
affections trés compliquées (par ex. reins maladies, cancer). Il a également un large éventail
d’utilisations vétérinaires (Cornara et al., 2009 ; Sharma et al., 2012). F. vulgare est utilisé
dans de nombreuses régions dumonde pour le traitement d'un certain nombre de maladies, par
exemple,douleurs abdominales, antiémétique, apéritif, arthrite, cancer, coliqueschez l'enfant,

conjonctivite, constipation, dépurative, diarrhée,diérésis, emménagogue, fievre, flatulences,

27



Etude bibliographique Chapitre II : présentation des plantes etudiés

gastralgie, gastrite,insomnie, cdlon irritable, affections rénales, laxatif, leucorrhée,douleurs
hépatiques, ulceres buccaux et maux d'estomac .

En plus de ses usages médicinaux, les parties aériennes, a savoir,la feuille, la tige et le
fruit/graine de F. vulgare, sont largement utilisés comme galactagogues non seulement pour
augmenter la quantité et la qualité de lait mais aussi pour améliorer le débit de lait de
l'allaitement méres (Lewu et Afolayan, 2009 ; Carri’o et Vall'es, 2012 ; Guarrera et Savo,
2013).

1.7. Toxicité

Aucune toxicité grave et/ou les effets indésirables ont été enregistrés aprés 1'ingestion de
fenouil sauf quelques cas de réactions allergiques. Il y a quelques rapports sur les réactions
allergiques telles que 1'asthme et la rhinite apres 1'ingestion de fruit.

Il a été rapporté que I’estragole, constituant important, est un agent cancérigéne chez
I'animal. Mais il faut considérer que le métabolisme de ce composé entre humaine et animal est
différent et aussi que les effets secondaires entre forme isolée d'un agent et lorsque cet agent
appliqué en tant que constituant naturel dans la production des mélanges multi-composants sont

significativement différents (Rahami et Ardekani, 2013).
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2. Piper cubeba

L’utilisation du Piper cubeba, est connue depuis I'antiquité en Chine ou il était employé
pour ses bienfaits sur les problémes respiratoires. Il a été¢ introduit en Occident par les marchands
arabes au Moyen Age .Dés le Xe siécle, il est apprécié et consommé en Europe. Les baies sont
recherchées et leur usage fut constant jusqu'au XVlle siecle. Le poivre noir le fit oublier. C'est
une plante grimpante et vivace de la famille des Pipéracées, originaire des iles indonésiennes, qui
est cultivé majoritairement sur I'ile de Java ou de Sumatra. I1 peut €tre aussi cultivé au Sri Lanka,
on le trouve le plus souvent au milieu plantations de café a c6té desquelles il se plait beaucoup.
Les baies sont récoltées vertes avant maturité puis sont séchées au soleil qui leur donnera leur
couleur foncée (Fluckiger et Hanbury, 1878).

2.1. Description botanique :

Piper cubeba ou poivre a queue, une plante originaire de Java et de Sumatra, parfois appelée
poivre de Java, est principalement cultivée pour ses baies et son huile essentielle (Nahak et
Sahu, 2011). C’est une plante vivace, a tiges et des branches grimpantes portant une couleur
grise cendrée enracinées aux articulations pubescentes et glabrescent, et la plante mesure environ
5-15 m de haut, feuilles ovales-oblongues avec une base arrondie ; plusieurs nervures et un
pédicule épais. La face inférieure de ces feuilles lisses et pointues est densément pourvue de
minuscules glandes en creux. Elles sont entiéres, marginées, coriaces et peuvent atteindre 15 cm
de long et 6 cm de large, fleurs unisexuées, petites, disposées densément sur le pédoncule, sans
périanthe. Elles sont disposées en épis écailleux lisses mesurent environ 4 cm de long et

possédent 2 ou 3 étamines (figurell).

Figure 11 : Photos représentatives des feuilles de P. cubeba (A), des fleurs (B) et des baies (C)
(Drissi et al., 2022) .

Celles qui sont femelles sont souvent courbées et constitués d'environ 50 fleurs

individuelles dont la plupart sont constituées d'un ovaire oblong composé de 4 carpelles
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fusionnés avec 4 stigmates sessiles. L'infructescence mesure 4-5 cm de long. La floraison a lieu
pendant la saison des pluies. On peut savoir qu’elle est mature quand la base de 'ovaire se
transforme en une tige cylindrique. Les fruits sont pédonculés, plus ou moins apiculés et sub-
globuleux d'un diamétre de 6-8 mm. La partie supérieure du fruit cubique est globulaire, d'un
diametre de 3-6 mm de diametre et recouverte d'un péricarpe brun grisatre réticulé qui se
prolonge a la base en un pédoncule droit. Ils posseédent une odeur épicée, aromatique et un goiit
un peu amer et acre. De la paroi du fruit qui se brise sort une seule graine sous-globuleuse lisse
et de couleur brun foncé. D’une largeur de 3-4 mm, qui contient un minuscule embryon, dans
une petite cavité a ’apex (Ahmad et al., 2012) .
2.2. Classification botanique :

Le genre Piper (famille des Piperacées) (tableau 4) comprend plus de 700 especes réparties
dans les régions tropicales et subtropicales du monde et est principalement utilisé pour les épices
et les assaisonnements (Mesquita et al., 2006 ; Hoff et al, 2015) . P. cubeba est 1'une des
espeéces les plus populaires de la famille des Piperacées et la population la plus répandue
(Parmar et al., 1997 ; Usia et al., 2005)

Tableau 4 : La classification taxonomique du Piper cubeba ( Alam et al., 2013).

Reégne Plantae (Végétal)
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Piperales
Famille Piperaceae
Genre Piper
Espéce cubeba

2.3. Noms vernaculaires de Piper cubeba

La plante porte différents noms vernaculaires selon sa répartition (tableau 5).

Tableau 5 : Les noms vernaculaires de Piper cubeba

Vernacular names language | References

Hab-ul-Urus, Kababah, Kebaba, Hhabb El’ariis | Arabic ((Lim ,2012), (Alam et al,
2013))

Tailed Peeper English ((Alam et al., 2013))

Cubébe, Poivre A Queue, Poivre De Java,

Poivrier Cubébe, Quibebes

French ((Lim ,2012))

Cubebe, Pepe A Coda

Italian ((Lim ,2012))

Piper De Cubebe

Romanian | ((Lim ,2012))
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2.4. Composition chimique du Piper cubeba :
Les graines de poivre noir sont composées chimiquement en g/100g de 10.39 de protéines,

3.26 de lipide totale, 63.95 de carbohydrate, 25.3 de fibre, 0.443 de Cat++, 0.0 de vitamine C,
547 en IU de vitamine A, 1.39 d'acides gras saturés et 1.73 d'acides gras insaturés (Charles,
2013).

Les especes de Piper sont caractérisées par la production de composés phytochimiques
typiques tels que les acides benzoiques, les composés volatils, les amides, les chromenos, les
terpénes, les phénylpropanoides, les lignanes, les alcaloides, les acides gras et les hydrocarbures
(Jensen et al.,1933) . L'alcaloide pipérine et les deux lignanes cubébine et hinokinine sont les
composés les plus abondants des baies (Yaffe et al., 2013) .

2.5. Les huiles essentielles:

Les deux principaux constituants de cette huile sont Le méthyleugénol et I'eugénol. Les autres
composants identifiés étaient présents a un taux plus faible, avec le (E)-caryophylléne (5,65%),

le p-cyméne-8-ol (3,50%), le 1,8-cinéole (2,94%) et I'a-terpinolene (1,41 %) (tableau 7).

Les phénylpropanoides représentaient la principale classe caractérisée (75,41 %), suivis des
monoterpeénes, comprenant a la fois les hydrocarbonés (9,71 %) et les oxygénés (3,06 %). Les
sesquiterpénes hydrocarbonés étaient 1'un des composés identifiés, avec une concentration de
1,69%, parmi l'ensemble des composés identifiés, en plus de ceux qui étaient légerement
oxygénés (8,26%) (Fahad et al., 2020) .

Tableau 6:. Constituants présents dans l'huile essentielle du fruit de P. cubeba déterminé par

(GC-MS), (Fahad e al., 2020) .

N° | Compounds % Area
1 | B-myrcene 1.23
2 | Limonene 0.12
3 1,8-cineole 2.94
4 | B-ocimene 0.30
5 | a-terpinolene 1.41
6 | Linalool 0.22
7 | Terpinen-4-ol 1.80
8 | p-cymene-8-ol 3.50
9 | a-terpineol 0.96
10 | Estragole 0.15
11 | Citronellol 0.10
12 | (E)-geraniol 0.19
13 | Eugenol (main compound 2) 33.95
14 | B-elemene 0.66
15 | Methyleugenol (main compound 1) [ 41.31
16 | (E)-caryophyllene 5.65
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17 | a-humulene 1.14
18 | Germacrene D 0.15
19 | a-selinene 0.47
20 | o-cadinene 0.19
21 | Spathulenol 0.18
22 | B-caryophyllene oxide 0.96
23 | Viridiflorol 0.39
24 | Isocembrol 0.16
Total identified % 98.13
Phenylpropanoids 75.41
Oxygenated monoterpenes 9.71
Hydrocarbonated sesquiterpenes 8.26
Hydrocarbonated monoterpenes 3.06
Oxygenated sesquiterpenes 1.69

2.6. Utilisation :

La présence d'insectes dans les aliments stockés par les humains entraine a la fois une
contamination et des dommages économiques substantiels, en particulier pendant la période
chaude de 1'été. Les études expérimentales ont montré que Piper cubeba produit environ 90 %
d'activité insecticide lorsqu'il est utilisé correctement (Al-Iraqi et Abdulla, 2012 ).

En médecine traditionnelle, elles sont utilisées comme stimulants, apéritifs, stomachiques
et expectorants. Le fruit du cubeba est également utilisé¢ pour soulager les douleurs gastriques,
l'entérite, la diarrhée et comme agent anti-inflammatoire. En outre, le fruit du cubeba est connu
pour sa capacité a réduire la douleur et I'inflammation chez les animaux de laboratoire, ce qui est
attribué a l'activité antioxydant de certains produits chimiques isolés (Choi et Jae-Kwan, 2003).

De nombreuses études ont révélé que les extraits aqueux et/ou alcooliques de Piper cubeba
ont une bonne activit¢ antimicrobienne contre les bactéries Gram positives et
négativesélectionnées ainsi que contre les champignons (Al-Tememy, 2013 ; Ekta et Sita,
2012).

Les activités antioxydantes de Piper cubeba ont été étudiées par de nombreux groupes de
recherche qui ont mis en évidence la présence de différents constituants phytochimiques,
notamment les polyphénols, les alcaloides, les glycosides et d'autres métabolites secondaires
importants dotés d'une puissante activité antioxydante (Nahak et Sahu , 2011 ; Pachpute et al.,
2013 ; Ahmed et al., 2017).

L'extrait éthanolique de fruits de Piper cubeba atténue les 1€sions hépatiques induites par le
tétrachlorure de carbone (CCl4), ce qui témoigne de l'activité hépatoprotectrice ( Pachpute et

al., 2013)
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Activité anticancéreuse : Dans divers modeles expérimentaux, il a ét¢ démontré que Piper

cubeba supprime la formation de tumeurs (Gaziano et al., 2016) .

2.7. Toxicité :
L’¢évaluation de la toxicité des extraits de P. cubeba a été rapportée dans de nombreuses

¢tudes. Par exemple, il a ¢ét¢ démontré qu’en utilisant le test au bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2yl)-2,5-diphényltétrazolium (MTT), les extraits de P. cubeba n’étaient pas
toxiques pour les cellules RAW 264.7 (cellules monocytaires/macrophages). De plus, les
fibroblastes oraux normaux traités avec des composés a base de P. cubeba, principalement la
méthylcubebine, la dihydrocubébine et I’hinokinine, n’ont montré aucun signe de cytotoxicité ni

de changements morphologiques (Gusson-Zanetoni et al., 2022) .
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1. Matériel végétal

Le matériel ou I’organe végétal qu’on a choisi dans la présente étude est représenté par les
graines séches des deux plantes déférentes (Foeniculum vulgare Mille) et (Piper cubeba)

Les graines ont été achetées d’une boutique d’herboristerie de Mostaganem (W3MR+3PX

Mostaganem) (figure 12).

Figure 12 : les graines de : 1- Foeniculum vulgare ; 2- Piper cubeba

2. Détermination du taux d'humidité

Le taux d’humidité est déterminé selon (AOAC, 2000). Une quantité¢ de 10 g de graines
est placée sur une boite en verre. La boite et son contenu sont ensuite placés dans une étuve a 40
°C, quand I’échantillon atteint un point d’équilibre (poids fix), on calcule donc, I’humidite de
notre échantillon aprés séchage, par la formule suivante :

H(%)=m-m’/m X 100%
m : masse de I’échantillon avant le séchage
m’: masse de 1’échantillon apres le séchage = masse (boite + échantillon séché) — masse du boite
vide
3. Préparation des échantillons pour I'extraction
Tous les essais qui suivent ont porté sur du matériel séché a l'air libre, a l'abri de la

lumicre. Le matériel végétal a été ensuite finement broy¢ a 1’aide d’un moulin a couteaux ou a
l'aide d'un broyeur a bille afin de permettre une bonne extraction. Les poudres des échantillons
préparés sont ensuite, conservées dans des flacons a l'abri de la lumicre jusqu'a utilisation. La
conservation ce fait dans des flacons hermétiques au réfrigérateur. Toutes ces opérations
permettent de pallier a la dégradation de certains constituants et contribuent a l'inhibition de

toutes activités enzymatiques de leur dénaturation (Benamar, 2008).
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4. Extraction des huiles essentielles par la technique d’hydrodistillation

(Clevenger) et des composés phénoliques (extrait aqueux)

L’ hydrodistillation c'est la méthode la plus employée pour extraire les huiles essentielles.
La plante est mise en contact avec I'eau dans un ballon, le tout est ensuite porté a I'ébullition. Le
vapeur est condensé dans un réfrigérant et les HEs se séparent de I'eau par différence de densité
(Bouhaddouda, 2015)

Une hydrodistillation a été assurée grace a un appareil de type Clevenger (figure 13), ou
100 g des graines sont introduites avec 1 L d’eau distillée dans un ballon de 5 L. Apres
installation et fermeture du montage, la mise en marche de la chauffe ballon est effectuée avec
un réglage optimum du chauffage pour permettre une stabilit¢ de 1’extraction a une vitesse

constante et bien maitrisée. (Merabet, 2018)

Figure 13 : Dispositif d’hydrodistillation Clevenger-.

La vapeur chargée des huiles essentielles arrive dans le condenseur. La durée totale de
I’extraction est estimée a 3 h (jusqu’a ce qu'on obtienne plus d’HE). Elle est ensuite séchée par
du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) puis récupérée et conservée dans des tubes de couleur
brune, hermétiquement fermés et stockés dans un endroit frais (4 °C) a I’abri de la lumiere
(Merabet, 2018)

Selon la norme Afnor (1986), le rendement en huiles essentielles (RHE), est défini
comme ¢étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue aprés extraction (M') et la
masse de la matiere végétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivante :

RHE =M’/M X 100

RHE : rendement en huiles essentielles des graines du fenouil
M' : masse de des huiles essentielles obtenue en gramme
M : masse des graines du fenouil utilisée en gramme et qui vaut 100 g.
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L’extrait aqueux est préparé via le mode d’extraction traditionnelle « macération » qui
consiste a mettre sous agitation mécanique 10g de poudre de graine dans 100 ml d’eau distillé
pendant 24 h a température 37 °C, le mélange obtenu est filtré et le filtrat est mis sur boite en

verre dans 1’étuve pour 1’évaporation d’eau ( Kettab et al., 2021)

La détermination du rendement de 1'extrait sec est réalisée en appliquant la formule suivante
(Afnor, 1986)
R % = (P1-P2/P3) X 100

P:: poids du ballon apres évaporation
P,: poids du ballon avant évaporation
P3: poids de la matiere seche

5. Dosage des composés phenoliques

Dans le but de déterminer la teneur en composés phénoliques des extraits des graines de
Fenouil vulgare et Piper cubeba, deux protocoles ont été suivis afin de doser les teneurs en
polyphénols totaux et en flavonoides.

5.1.Dosage des Polyphenols totaux

Les polyphenols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de
Folin Cioclateu (Singleton ef al., 1999).

Le principe de détermination de la teneur en polyphenols totaux repose habituellement sur
une analyse colorimétrique effectuée avec le spectrophotometre UV-Vis en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu. Les propriétés colorimétriques de réactif de Folin-Ciocalteu sont modifiées
lorsqu’il est complexé a certaines molécules. Il réagit avec la fonction —OH des phénols
(Catalano et al., 1999). Ce réactif est forme d’acide phosphomolybdique H:PMO1204 et d’acide
phosphotungstique H3PW1204 qui est réduits par 1’oxydation des phénols en oxydes bleus de
tungstene Ws0O23 et de molybdene MOsOs, cette réaction se traduit par le développement d’une
coloration bleue foncée.

Le protocole consistait a ajouter 200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) a 1 ml
de réactif de Folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois. Les solutions ont ét¢ mélangées et ajoutées dans 800
ul de la solution de carbonate de sodium Na>COs3 (75g /1) . Le mélange final a été secoué et puis
incubé pendant 30 minutes dans l'obscurit¢ a température ambiante. L'absorbance de tous les
extraits a été mesurée par un spectrophotometre a 765 nm.

La teneur en polyphénols est exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique par
microgramme d’extrait sec (mg EAG/ug ) a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée dans les
mémes conditions avec des concentrations précises d’acide gallique utilis€ comme standard)

(Wong et al., 2006).
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6.

Polyphénols = A . F/C

A : Concentration de Polyphénols (ug Eq acide gallique/mg d’extrait) déterminée a partir de la
courbe étalon.
F : Facteur de dilution.
C : Concentration de I’extrait.
5.2. Dosage des Flavonoides :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICls) cité par (Djeridane et al., 2006 ; Boudiaf,
2006) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

Les flavonoides sont quantifiés par une méthode colorimétrique au trichlorure d'aluminium
(AICIls) 2%. Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les groupements
hydroxydes OH des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur
d’onde 510 nm

Le protocole consiste a ajouter 1 ml de chaque extrait ou du standard (dissous dans le
méthanol) avec les dilutions convenables a un volume égal d’une solution d’AICl3 (2 % dans le
méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été lue aprés 10
minutes d’incubation dans l'obscurité. Le Quercétine est utilisé comme standard de référence.
Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents Quercétine par mg d’extrait sec (ug
EQ/mg d’extrait). (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

Flavonoides = A . F/C
A : Concentration de flavonoides (équivalent de catéchine/mg d’extrait) déterminée a partir de
la courbe étalon.

F : Facteur de dilution
C : Concentration de 1’extrait

Activité antioxydante :
6.1.test de DPPH :
Le pouvoir anti radicalaire, par la neutralisation du radical DPPH- de I’extrait est évalué

selon la méthode décrite par (Blois, 1958) Iégérement modifice.

L’activité antioxydante des extraits a ¢été mesurée in vitro par le 2,2.-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), dont le DPPH est un radical libre stable de couleur violacee
photometrablea 517 nm. La réduction du radical par un donneur d’atome hydrogene conduit a la
formation de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine DPPH de coloration jaune-verte (figure 14) .
L.intensite de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu

a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).
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VIOLET

Figure 14 : Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (Cillard, 2006)

Le DPPH (24mg) est dissout dans 100 ml de méthanol absolu pour préparer une solution
stock , la solution étalon de travail est préparée en diluant la solution stock de DPPH avec du
méthanol pour obtenir une absorbance de 1.1(+0,02) a 515 nm.

Un volume de 150 pl de chaque extrait (ou HE) a différentes concentrations a été ajouté a
2850 pl de la solution méthanolique de DPPH. Le mélange réactionnel est incubé a 1’obscurité et
a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est réalisée a 515 nm.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et
pour chaque concentration, le test est répété 3fois.

L’activité est estimée selon 1’équation ci-dessous :

PI (%) DPPH =100 x (A control -A échantillon)/A control.
A control : représente 1’absorbance de la réaction témoin (contenant tous les réactifs sauf
I’extrait testé).

A échantillon : représente I’absorbance du I’extrait (ou HE) testé

7. Activité antimicrobienne
7.1. Les souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées ont été fournies par le laboratoire de microbiologie végétale

(figure 15)
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Figure 15 : Coloration de Gram de huit souches étuduées : A : Bacillus subtilis ATCC6633 ; B :
Bacillus cereus ATCC10876; C: Candida albicans ATCC10231; D: Escherichia .coli
ATCC25922 ; E: Klebsiella pneumoniae ATCC700603 ;F : Proteus mirabilis ATCC35659; G:
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 ; H : Staphylococcus aureus ATCC25923
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Préparation des inoculum : L’inoculum bactérien a été préparé en prélevant une colonie de
la culture mere qui a été introduite dans un tube stérile contenant d’eau physiologie (NaCl a
0,09%). (Yala et al., 2016)

7.2.Diffusion en milieu solide

La diffusion en milieu solide va permettre de déterminer la zone d’inhibition. Deux méthodes
sont utilisées : diffusion de disque et diffusion de puits d’agar.

7.2.1.Méthode de diffusion de disque (I’aromatogramme)

Un essai de diffusion sur disque est utilisé pour déterminer l'inhibition de la croissance des
bactéries par les huiles essentielles. Dans cette procédure, 20 ml de I’agar de Muller Hinton en
surfusion sont coulés dans des boites de Pétri. Apres solidification du milieu de culture chaque
plaque de gélose a été ensemencée avec une colonie du microorganisme d'essai (8 souches).
Ensuite, des disques de papier filtre, imprégnés a Sul d’HE pure sont placés sur la surface de la
gélose (la méthode a été réalisée aussi sur ’'HE diluée 10%) (figure 16). Les boites de Pétri sont
incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. L’HE diffuse dans la gélose et inhibe la croissance du
micro-organisme d'essai, puis les diametres des zones de croissance d'inhibition sont mesurés.
Cette zone claire autour des disques est proportionnelle a 1’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle. Cependant, puisque l'inhibition de la croissance bactérienne ne signifie pas la mort
bactérienne, cette méthode ne peut pas distinguer les effets bactéricides et bactériostatiques des

huiles essentielles. Chaque test a été réalisé 3 fois. (Martins , 2020).

Daite de pétri
Enzemcnceucnt de la aéloze m
ent wappe par 1l de Finocuhen r_.‘;' Grloze Mueller Hinben
D aseplivue duo disgue g%
imbibé de Fluile essenticle

i zone d'inhibition

Crodssmice mcrobdenne

Figure 16 : Illustration de la méthode d'aromatogramme (Zaika, 1988).
7.2.2.Méthode de diffusion de puits d'agar

La gélose MH a été ensemencée par écouvillons stérile de I’inoculum bactérien .Ensuite des
puits ont été réalisés dans la gélose. Enfin, 50 pl de solution (50mg /100mg/150mg) de 1’extrait
aqueux ont ¢été déposés et les boites incubées a 37 °C/24h (figure 17). L’activité antibactérienne

a été évaluée en mesurant, a 1'aide d'un pied a coulisse, le diametre de la zone d’inhibition induite
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par les extraits (Badole et Bodhankar 2010 ; Alsarhan et al., 2013). Chaque test a été réalisé 3

fois.

Surnagent de Ia culiure
bactérienne

Gélose de support
zone d'inhibition, aprés incubation 18 heures & 37°C

Figure 17 : Méthode de diffusion en puits (Kihal et al., 2007)
7.3.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et (CMB

Pour déterminer la CMI dans la microplaque, il est nécessaire de connaitre la dose initiale
de dilution dans la microplaque , donc , les huiles été diluée a 10% et fait la technique de
contact direct par diffusion en milieu gélosé (en disques), qui permet de prévoir l'efficacité in
vitro des huiles essentielles .

Pour la détermination de la CMI individuelle de I’extrait et de I’huile essentielle contre les
souches bactériennes étudées, nous avons utilisé la méthode de la microdilution. Les solutions
meres de 1’huile essentielle (10%) (Lakhdar et al., 2016) et I’extraits (100 mg/ml) (Hamed, 2022)
ont été préparées en les dissolvants dans du diméthylsulfoxyde (DMSO). Les solutions meres
sont diluées par progression géométrique (les resultants sont calculés a partir de dilutions
interne) de fagon a obtenir les dilutions suivantes : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128. Un
volume final de 200 pl dans chaque puits (1 a 9 et 11 = control positif'; 12 = control négatif ) de
microplaque contenant 90 ul de MHB (Bouillon Mueller Hinton) et 10 pl de la suspension
microbienne de 10 UFC/ ml complété par 100 ul de chaque dilution de 1’extrait ou de 1’huile
essentielle. Les microplaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 h. La détection de croissance
des différents germes se fait par 1’ajout d’un indicateur de croissance bactérienne Triphényl
Tétrazolium Chloride (TTC) (0,04%) juste avant la lecture (Shafiei et al, 2012). 40 ul sont
versés dans tous les puits, et incubés durant 30 min a 37°C. Une couleur rose apparait suite a la

croissance bactérienne. (Sharma et al., 2020)
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Figure 18 : Schéma récapitulatif du protocole de détarmination de la consentraton minimale
inihibitrce CMI (Hamed ,2022).
La CMB est définie comme étant la plus faible concentration des huiles essentielles et les

extraits qui détruisent 99,9% (soit moins de 0,1% de survivants) de la concentration cellulaire
finale. (Moroh et al., 2008).

Aprés la détermination de la CMI, les puits contenant les concentrations en huiles
essentielles et I’extrait strictement supérieur a la CMI ont servi pour la détermination de la CMB
(Moroh et al., 2008).

Nous avons ensemencée par strie (5 cm ) un échantillon de chaque puits (ne présentant pas
de croissance) sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37 °C pendant 24 heures. Cette
technique nous permet de vérifier si les cellules sont viables et cultivables . En paralléle, le
témoin (inoculum) a été dilué a 1’eau physiologique jusqu’a 10-4 . Elle est ensemencée par strie
de 5 cm sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37 °C pendant 24 heures. Le nombre de
colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10-4 a été comparé a celui de chaque puits
expérimental contenant I’inoculum .Ainsi, le premier tube expérimental dont le nombre de
colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10-4 correspondra a la

CMB (Moroh et al., 2008).

8. Traitement Statistique
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Toutes les données ont été exprimées sous la forme valeur moyenne + écart type (SD) en
utilisant EXCEL. Les données ont été analysées (ANOVA) a l'aide de Minitabe 2021 pour La

différence a été considérée comme statistiquement significative a P <0,05.
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1. Le taux d’humidité :
Les données relatives aux taux d'humidité et a la teneur en matiére séche des graines de

Foeniculum vulgare et de Piper cubeba sont présentées sur le tableau (7)

Tableau 7 : La teneur en matiére séche des graines de Foeniculum vulgare et de Piper cubeba

F. vulgare P. cubeba

Taux d'humidite 7,62 9.8
matiére séche 92,3 90,02

Les résultats obtenus ont révélé un taux d’humidité de 1’ordre de 9,8% pour P.cubeba et
7,62%pour F.vulgare ; et un rendement en matiére seche de 90% pour P.cubeba et 92,3% pour
F.ovulgare.

La déference observée dans les teneurs en eau peut Etre attribuée a des facteurs tels que la
saison et la région de récolte. Les plantes cultivées dans des régions tempérées comme le sud de
I'Algérie tendent a présenter des taux d'humidité plus faibles par rapport a celles cultivées dans le
nord (Hamoudi, 2012).

2. Rendement des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation :

Nous rappelons que 'huile essentielle a été extraite des graines séches de fenouil a 'aide
d'un hydrodistillateur de type Clevenger. Nous avons obtenu une huile de couleur jaune pale
avec une odeur aromatique caractéristique. Les résultats obtenus indiquent que les graines de

fenouil étudiées sont riches en huiles essentielles, avec un rendement moyen de 1,02 %.

Le rendement en huiles essentielles de F. vulgare (1,02 %) est supérieur a celui de
P.cubeba (0,92 %), comme présenté sur le tableau (8)

Tableau 8 : Rendement des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation.

F. vulgare  P. cubeba \
La masse 100g 100g

Rendement 1,02% 0,92%

En comparant nos résultats avec des études antérieures, nous avons constaté qu'une
extraction des huiles essentielles a partir des graines de fenouil par hydrodistillation, réalisée en
Algérie, a abouti a un rendement de 1,00 % (Ouis, 2015), tandis qu'une autre étude menée en
France dans des conditions similaires d'extraction a donné un rendement de 2,1 % (Lazouni et
al., 2006). En général, le rendement en huile essentielle des graines de fenouil varie de 2,5 4 6 %,

avec une moyenne de 3,5 % (Garnéro, 1996).
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Pour Piper cubeba, nous avons obtenu une huile de couleur jaune clair a partir du
processus d'hydrodistillation, avec un rendement de 0,92 %. En comparant nos résultats avec des
¢tudes antérieures, nous avons trouvé qu'une extraction des huiles essentielles des graines de
cubeba par hydrodistillation, réalisée en Arabie saoudite, a donné un rendement de 1,00 %
(Alminderej et al., 2020), tandis qu'une autre ¢tude menée en Indonésie a obtenu un rendement
de 1,23 % (Andriana et al., 2019).

Cette disparité pourrait étre expliquée par divers facteurs tels que la période de récolte, le
climat, la zone géographique, l'origine de la plante, 1'organe de la plante utilisé, ainsi que la
méthode d'extraction. Ces facteurs sont connus pour avoir un impact direct sur les rendements

d'extraction en huiles essentielles (Kelen et Tepe, 2008).

3. Rendement d’extraction des deux extraits :
La méthode d'extraction aqueuse des plantes étudiées a permis d'obtenir les rendements en

extraits bruts enregistrés dans le tableau (9)

Tableau 9: Rendements de 1’extrait brut des plantes étudiées.

La masse 100g 100g
Rendement 9,431% 8,03%

Le rendement d'extraction des plantes est significatif en comparaison avec d'autres études
antérieures. Par exemple, 1'étude de Chichi et Chergui (2021) a rapporté des valeurs de 18,5 %
pour P.cubeba, tandis que Ennadir ef al. (2014) ont trouvé des rendements évalués a 5,1 % pour
F. vulgare.

En examinant les résultats obtenus, nous pouvons conclure que Foeniculum vulgare est
riche en molécules polaires, ce qui se refléte dans le rendement supérieur de 1'extrait aqueux par
rapport a celui de Piper cubeba. Cette observation suggere que les molécules présentes sont
fortement polaires.

Les variations des rendements d'extraction d'une étude a I'autre peuvent étre attribuées a
divers facteurs, notamment la méthode et les conditions d'extraction, ainsi que l'espece et

l'origine géographique de la plante (Haddouchi et al., 2016).

4. Etude phytochimique de Foeniculum vulgare et Piper cubeba
4.1. Dosage des polyphénols
Les quantités des polyphénols correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en

équivalent gramme d’acide gallique (figure 19) et déterminé par 1’équation de type :

y=0,0176x + 0,024 , Sachant que R? =0,9937.
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Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme

de ’extrait.
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage des polyphenole mg AGE/ug

Des teneurs variables en polyphénols sont observées dans les deux extraits de plantes
étudiés. La concentration la plus €levée des polyphenols totaux (80 mg d’extrait d’AGE/ug) est
significativement différente (p < 0,05), comme indiqué dans le tableau (10)

Tableau 10 : Teneur en polyphénole totaux des extraits P.cubeba et F.vulgare

Plante N  Polyphénols totaux EcTyp P-valeur
F.vulgare 3 12,27 +6,13 0,014
P.cubéba 3 80,1 +27,1

4.1.2. Dosage des flavonoides :

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage
de la quercétine (figure 20) qui suit une équation de type :

y =0,0034x + 0,0005 sachant que R* =0.9967

Les resultats sont exprimée en milligrammes équivalent en Quercitine par gramme de la

matiére seche.
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage des flavonoides mg EQ /pug

Des teneurs variables se retrouvent dans les deux extraits de plantes étudiés. La
concentration la plus élevée de flavonoides (185,6 mg d’extrait d’EQ/ug), n'indique pas de
différence significative entre les plantes (p > 0,05), comme indiqué dans le tableau 11

Tableau 11 : Teneur en flavonoides de les extraits P.cubeba et F.vulgare

Plantes N | Flavonoides EcTyp | P-Valeur
F.vulgare 3 | 185,6 +18.,6 0,408
P.cubéba 3 | 165,7 +32.4

Il existe une différence significative entre les deux plantes étudiées, il apparait que le cubebe
est le plus riche en polyphénols avec une teneur de 80,11+18,1 mg EAG/ug, par contre dans
flavonoides les plus ¢élevé chez I’espéce (F. vulgare) avec une teneur 185,63 +12,8 mgEAG/ug
(figure 21)
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Figure 21: Dosage des flavonoides et des polyphénols totaux des deux plantes (P.cubeba et
F.ovulgare)

En comparant nos résultats avec des études antérieures, nous avons trouvé dans un
mémoire une étude sur 'extrait aqueux de cubebe une teneur de 185,3 ng EAG/mg d’extrait. En
ce qui concerne Foeniculum vulgare, comparativement a l'étude menée par Parejo et al. (2002),
le dosage des polyphénoles a révélé des teneurs variantes de 36,99 + 0,9 a 401,37 + 19,42 mg
GAE/mg, tandis que pour les flavonoides, une autre étude sur l'extrait aqueux de cubebe a trouvé
une teneur de 35,44 pg EQ/mg (Chichi et Chergui, 2021) et pour Foeniculum vulgare, une
¢tude sur l'extrait aqueux a trouvé une teneur de 0,45 + 0,01 mg eq/100 g (Fatoun et Saheb,
2015).

Les différences significatives entre nos résultats et ceux des études antérieures peuvent
probablement étre attribuées aux différences génotypiques et environnementales existantes,
méme au sein d'un méme genre (Wojdylo et al, 2007). 11 est donc difficile de comparer nos
résultats avec ces travaux, car l'utilisation de différents organes végétaux, de différentes
méthodes d'extraction, de différents solvants d'extraction et de différentes courbes d'étalonnage
(catéchine, quercétine, rutine) réduit la fiabilit¢ de la comparaison entre les études.

Nos résultats indiquent que les épices appartenant a la famille des Pipéracées présentent
une teneur plus élevée en polyphénols totaux. Cette observation est cohérente avec I'étude menée
par Wojdylo et al. (2007), qui ont montré que les plantes de la famille des Ombelliferes

présentent des teneurs plus basses en polyphénols .
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5. Activité antioxydante :

Dans notre étude, chaque extrait a été soumis a une analyse visant a déterminer la valeur
ICso, qui représente la concentration nécessaire de 1’échantillon testé pour réduire de 50 % le
radical DPPH. Les valeurs ICso ont été calculées a l'aide de régressions linéaires appliquées aux
graphiques obtenus en tracant les pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations des fractions testées et des standards. Conformément aux travaux de Kadri et
Békir (2011), une valeur plus basse de 1I'ICso, c'est-a-dire la concentration du substrat qui
entraine une inhibition de 50 % de ’activité de DPPH, est indicative d'une activité antioxydante
plus élevée.

5.1. Activité antioxydant des huiles :

Le tableau (12) présente le pouvoir antioxydant des huiles ainsi que de 1’acide ascorbique.
L'activité anti-radicalaire de P. cubeba s'est avérée €tre la plus puissante, avec une IC50 de 0,029
mg/mL, ce qui était trés proche de celle du témoin positif, I’acide ascorbique (IC50 = 0,0558
mg/mL), Cette activité était considérablement plus ¢élevée que celle observée pour F. vulgaree.
Par ailleurs, les huiles ont démontré un effet antioxydant significativement différent (p<0,05) par
rapport aux normes de référence.

Tableau 12 : Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles ainsi que de I’acide ascorbique

Plante N ICso des HEs Acide Ascorbique EcTyp P-Valeur
(mg/ml)

F. vulgare 3 43,82 0,0558 +11,61 0,006

P.cubeba 3 0,02998 +0,00438

5.2. Pactivité antioxydante pour les extraits:

L'extrait de P.cubeba a démontré un effet inhibiteur plus élevé sur les antioxydants, avec
une valeur d’IC50 dans le test DPPH de 0,19 mg/ml, ce qui est plusieurs fois plus élevé que celui
de F. vulgare, en accord avec sa capacité antioxydante élevée. Cependant, en comparaison avec
les normes de référence, les extraits ont exhibé un effet antioxydant significativement plus faible
(p<0,05). (tableau 13)

Tableau 13 : le pouvoir antioxydant des extraits ainsi que de I’acide ascorbique

Plante N ICso de I’extrait (mg/ml) Acide EcTyp P-valeur
Ascorbique

F.ovulgare 3 7,481 0,05580 +1,379 0,002

P.cubeba 3 0,1960 40,0338

En comparant nos résultats avec ceux des études antérieures, nous avons trouvé que dans

une autre étude, I’activité¢ antioxydante de I'huile de P. cubeba est rapportée comme étant de
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(110.00 £ 0.08 pg/mL) (Alminderej ef al., 2020). De plus, pour I’extrait aqueux de P. cubeba,
I'IC50 est indiqué comme étant de 89,26 ug/ml (Chichi et Chergui, 2021). Dans une autre étude,
l'activité antioxydante de ’huile de F. vulgare est rapportée comme étant de 872 pg/ml (Ouis,
2015), tandis que pour I’extrait aqueux, elle est de 68,64 mg/ml (Fatoun et Saheb, 2015).

La variabilité des résultats d'activité anti-radicalaire est influencée par les différentes
périodes de récolte de la plante dans I’année, ainsi que par les impacts des facteurs
environnementaux sur la composition chimique des huiles essentielles et sur leurs activités
biologiques (Ijaz et al., 2008).

Les valeurs antioxydantes peuvent dépendre de la présence de différents composés
photochimiques tels que les alcaloides, les flavonoides, les saponines, les tanins, etc. Il est
rapporté que les phénols sont responsables de la variation de I’activité antioxydante de la plante.
I1 a été déterminé que ’effet antioxydant des produits végétaux est principalement di a 1’activité
de piégeage radical des composés phénoliques tels que les alcaloides, les flavonoides, les
phénols et les tanins (Santosh et al., 2022) .

La différence entre les substances bioactives présentes dans les différents extraits de
plantes et leur contenu peut s’expliquer par la divergence entre ’effet antioxydant des extraits de
plantes (Mokrani et Madani, 2016).

6. Activité antibactérienne

6.1. Sensibilité des bactéries a I’huile essentille de feoniculum vulgare et piper cubeba :
Nous avons obtenu les résultats représentés par la figure 22 ci-dessous , L’activité

antibactérienne des huiles essentiels et 1’exraits des plantes P.cubeba et F.vulgares on été
¢valuée contre 7 souches bactériennes et levure Candida.albicans par la méthode de diffusion en
disque ( Martins , 2020) et en puits pour I’extrats (Badole et Bodhankar, 2010 ; Alsarhan ez
al., 2013). .

L’activité antibactérienne peut étre divisée en trois niveaux (Rota et al., 2008 ; Lv et al., 2011) :
faible activité (zone d’inhibition < 12 mm)

activité moyenne (12 mm < zone d’inhibition <20 mm)

forte activité (zone d’inhibition > 20 mm)
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Bacillus cereus

Pseudomonas aeroginosa

Figure 22 : Zone d’inhibition sous I’effets des hiules essentielles de Foeniculum vulgare et Piper cubeba

sur la croissance des huit souches bactériennes testees.  (1- Foeniculum vulgare ; 2- Piper cubeba )
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Par les analyses statistiques (ANOVA), les résultats ont montré une variabilité significative
des zones d’inhibition a la fois entre les huiles testées et entre les souches bactériennes . Cette
différence est attribuable a la composition chimique de chaque des huiles essentielles de chaque
plante et a la nature de la souche bactérienne testée.

Dans cette étude, les bactéries E. coli, P. mirabilis, B. subtilis, S. aureus et la levure C.
albicans se sont montrées plus sensibles aux huiles de P. cubeba, tandis que B. cereus s'est
réveélé plus sensible aux huiles de F. vulgare avec des zones d'inhibition supérieures a 20 mm. En
revanche, la majorité¢ des bactéries ont montré une plus grande résistance aux huiles de F.
vulgare, telles que K. pneumoniae, C. albicans, P. mirabilis, Quant a la bactérie P. aeruginosa,
sa résistance aux huiles de P. cubeba et F.vulgare était inférieure a 12 mm (tableau 14;figure 23)

Tableau 14 : Sensibilité des bactéries aux huiles essentielles du Feoniculum vulgare et Piper

cubeba
Bacterie Plante Les zones d’inhibtione
et
groupement
C.albicans " P.cubeba 44,16672+4,4
E.coli P.cubeba 32,50000+1
P.mirabilis P.cubeba 26,6667bc +1,11
B.subtilis P.cubeba 25,8333bc+ 2,77
B.cereus F.vulgare 24,7017bcd+ 7,18
S.aureus P.cubeba 22,6667bcde +1,77
K.pneumoniae P.cubeba 21,6667+ 1,11
B.cereus P.cubeba 16,3333cdef + 1,11
S.aureus F.vulgare 15,01004¢f2 +0,86
E.coli F.vulgare 13,4033¢2+0,23
B.subtilis F.vulgare 12,3267¢6+2,02
P.aeruginosa P.cubeba 10,3333f+0,44
K.pneumoniae F.vulgare 9,2467f%+ 0,38
C.albicans F.vulgare 8,7617f%+0,21
P.aeruginosa F.vulgare 8,3350f%+0,70
P.mirabilis F.vulgare 5,70678+ 3,8

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.
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Figure 23: Sensibilité des bactéries aux huiles essentielles du Feoniculum vulgare et Piper
cubeba
Par comparaison entre les deux plantes, une différence significative de leur activité a été
observée (p < 0,05). Le tableau 15 indique que la plante la plus active est P. cubeba

Tableau 15 : Activité antimicrobienne de 1’huiles essentielles du Feoniculum vulgare et Piper

cubeba
plante N Moyenne Groupement
P. cubeba 24 25,0208 | A
F. vulgare 24 12,1865 B
Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.
6.2. Sensibilité des bactéries a I’extrait aqueux du Fenouil et Cubeba :

La figure 25, montre les résultats obtenus en termes de zones d’inhibition autour des puits
Comme controle négatif, le DMSO n'a pas affecté la croissance des souches bactériennes (figure

24).

candida albicans Escherichia Coli
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Klebsiella pneumoniae Proteus mirabilis

Bacillus cereus

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Figure 25 : Effets des extraits de Foeniculum vulgare et Piper cubeba sur les huit souches
bactériennes a différentes concentrations (50,100,150) 1-Foeniculum vulgare 2-Piper cubeba

Figure 24: Controle négatif du DMSO pour les extraits
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On constate que toutes les concentrations des deux extraits ont une activité inhibitrice sur

les bactéries testées. Il n'y a pas de différence significative entre les effets des concentrations .

En comparant les souches et les plantes (tableau 16), on observe que les bactéries les plus

sensibles a P. cubeba sont P. mirabilis et P. aeruginosa, tandis que B. cereus est plus sensible a

F. vulgare. En revanche, les souches les plus résistantes sont C. albicans, K. pneumoniae et

B. subtilis contre F. vulgare. (tableau 16)

Tableau 16 : Sensibilité des bactéries aux extraits de Feoniculum vulgare et de Piper cubeba

dans differentes concentrations

Les souches

Plante

zone d’inhebition et Groupement

150 P.Mirabilis P.Cubeba 29,1667°+1,11
50  P.Mirabilis P.Cubeba 25,6667ab+0,88
100  P.Mirabilis P.Cubeba 25,6667ab+1,29
150  P.geruginosa P.Cubeba 24'33333bc+2'88
150 B.cereus F.Vulgare 20,7067ab°d+1, 81
100  P.geruginosa P.Cubeba 20[00003b6d+2
150  B.cereus P.Cubeba 19,0000adeiO,66
100 B.cereus F.Vulgare 18,8767ade+1,81
50  P.aeruginosa P.Cubeba 1 8[00003b6d+ 1,33
50 B.cereus F.Vulgare 17,6 100adeil,6 1
100  B.cereus P.Cubeba 16,00003bcd+0' 66
150  C.albicans P.Cubeba 1 5,6667ab°d+2, 88
150  S.aureus F.Vulgare 15, 50838bcd+1'1
100  B.subtilis P.Cubeba 15,3 333abcd +10,22
150  K.pneumoniae P.Cubeba 15,00003bcd+3' 33
150  P.MIRABILIS F.Vulgare 14,5 233abcd+1’ 29
100  S.aureus F.Vulgare 14;41003deio:2 3
100 P.MIRABILIS F.Vulgare 14, 1767ab°di 1,06
50 P.MIRABILIS F.Vulgare 13,91335¢+0,98
100 C.albicans P.Cubeba 1 3,6667b°d10, 44
150 S.aureus P.Cubeba 13;3333deil:11
100 E.coli P.Cubeba 13,3 333bcdi:|_’ 11
50 B.subtilis P.Cubeba 13,3333+8,88
50 S.aureus F.Vulgare 12,6700b°d+0,46
100 K.pneumoniae P.Cubeba 12,6667b°d+1,77
50 S.aureus P.Cubeba 12,0000b°d11, 33
150 E.coli P.Cubeba 12'0000bcd+2
150 B.subtilis P.Cubeba 12,0000bcd+9133
150 E.coli F.Vulgare 11'7400bc+0'38
100 S.aureus P.Cubeba 11,6667deiO, 88
50 E.coli P.Cubeba 11,3 333b°d11,77
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50
150
100
100
150
50
50
100
50
50
100
50
150
100
50
50
150

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes. . C = Concentration

Par comparaison entre les extraits des deux plantes, une différence significative de leur

activité a été observée (p < 0,05). Le tableau (17) et le figure (26) indique que 1'extrait le plus

P.aeruginosa
P.aeruginosa
K.pneumoniae

E.coli
C.albicans
B.subtilis

E.coli
C.albicans
C.albicans
K.pneumoniae
P.aeruginosa
K.pneumoniae
K.pneumoniae

B.subtilis

C.albicans
B.cereus

B.subtilis

actif est celui de P. cubeba.

F.Vulgare
F.Vulgare

F.Vulgare
F.Vulgare

F.Vulgare

F.Vulgare
F.Vulgare

F.Vulgare
F.Vulgare
F.Vulgare
F.vulgare
P.cubeba
F.vulgare
F.vulgare
P.cubeba
P.cubeba

F.vulgare

10,5633%+1,39
10,5467 +1,55
10,3500%+0,36
10,2933%+1,45
10,0300%+0,56
9,9767%+1,29
9,8933%+1,4
9,6733%+0,12
9,5833+0,68
9,4767%+3,59
9,2733%+2,18
9,0000%+6
8,5867%+1,04
8,4067%+5,6
8,33339+5,55
8,33339+5,55
6,4100%+4,27

Tableau 17 : Moyenne des extraits du Feoniculum vulgare et Piper cubeba

Plantes N Moyenne Groupement
P. cubeba 72 15,6181 A
F. vulgare 72 11,9666 B

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.
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Figure 26: Sensibilit¢ des bactéries aux extraits de trois concentrations (50, 100, 150) de
Foeniculum vulgare et Piper cubeba
6.3. Détermination des CMI et CMB pour des huiles essentielles :

La CMB a ¢ét¢ déterminée en comparant la croissance bactérienne des boites de CMI et du
témoin (Annexe). Ainsi, la plus petite concentration du puit qui présente moins de 0,01% de
bactéries viables par rapport a I’inoculum initial est considérée comme la CMB. Le rapport
CMB/CMI permet de préciser la modalité d’action de la substance (Fauchere, 2002).

Selon Kamanzi (2002), I’extrait ou 1’huile est considéré comme bactéricide lorsque sa
CMB est égale a sa CMI ou si le rapport CMB/CMI est inférieur ou égal a 4. Il est dit
bactériostatique lorsque sa CMB est supérieure a sa CMI ou si le rapport CMB/CMI est
supérieur a 4. Lorsque ce rapport est égal a 32, la souche est dite tolérante.

Les valeurs de CMI et CMB des huiles essentielles extraite des graines de Fenouil et de Cubeba

sont déterminées par la méthode de la microplaque et sont présentées dans le tableau (18) :
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Tableau 18: Les valeurs de CMI et CMB de I’huile essentielle extraite des graines de
Feoniculum vulggre et de Piper cubeba

F.vulgar P.cubeba
Les Souches CMI CMB CMB/CMI | Pouvoir CMI CMB CMB/CMI Pouvoir
% % % % % %
E.coli 1,25 1,25 1 Bactéricide 0,0032 0,078 24,3 bactériostatique
P.mirabilis 1,25 | 3,125 2,5 Bactéricide 0,15 0,15 1 bactéricide
K.pneumoniae | 1,25 7,5 6 bactériostatique | 0,0032 | 0,013 4 bactéricide
S.aureus 5 5 1 Bactericide 0,002 | 0,0032 1,5 Bactéricide
B.ereus 5 5 1 Bactéricide 0,002 0,002 1 Bactéricide
B.subtilis 5 7,5 1,5 Bactéricide 2,50 10 3,9 Bactéricide
P.aeruginosa | 1,25 7,5 6 bactériostatique | 0,31 0,78 2,5 Bactéricide
C .albicans Pas de coloration par / Pas de coloration par TTC /
TTC

La plus petite concentration de CMI est de 0,002 % pour P. cubeba contre S. aureus et B.
cereus, ce qui indique une forte activité. En revanche, pour les huiles de F. vulgare, la plus petite
concentration de CMI est de 1,25 % contre E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae, P. aeruginosa.
Pour les CMB, la concentration la plus faible est de 0,002 % contre B. cereus pour P. cubeba et
de 1,25 % contre E. coli pour F. vulgare (tableau 18)

La détermination des CMB a montré que les huiles des deux plantes étudiées ont un effet
bactéricide sur toutes les bactéries, a 1'exception d'E. coli pour les huiles de P. cubeba et de K.
pneumoniae et P. aeruginosa pour 1'huile de F. vulgare, ou 'effet est bactériostatique

Par les analyses statistiques, les plantes présentent une différence significative (p < 0,05).
(tabeau 19 ), Les bactéries montrent une résistance aux huiles de F. vulgare, tandis que 1'huile de

P. cubeba présente un effet bactéricide plus marqué, ce qui est intéressant.

Tableau 19 : Les analyses statistiques des CMB des huiles essentielles de Foeniculum vulgare et
de Piper cubeba ont été réalisées.

Plante N Moyenne Groupement
F.vulgare 14 526786 A
P.cubeba 14 1,57612 B

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.
6.4. Détermination de CMI et CMB Pour les extraits :

La détermination des CMI des extraits aqueuse mis en évidence des niveaux d’action variables

.L’effet inhibiteur des extraits des deux plantes. (tabeau20)
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Tableau 20 : Les valeurs de CMI et CMB de ’etraits de Feoniculum vulgare et de Piper

cubeba
F.vulgare P.cubeba
Les Souches CMI CMB CMB/CMI | Pouvoir CMI CMB CMB/CMI | pouvoir
mg/ML Mg/ml Mg/ml Mg/ml | Mg/ml Mg/ml
E.coli 1,5 6,25 4,1 Bactériostatique 0,9375 6,25 6,6 Bactériostatique
P.mirabilis 1,5 6,25 4,1 Bactériostatique 0,9375 15,6 16,6 Bactériostatique
K.pneumoniae 6,25 25 4 Bactéricide 1,5 15,6 10,4 Bactériostatique
S.aureus 0,375 6,25 16,6 Bactériostatique 0,375 3,8 10,3 Bactériostatique
B.cereus 1,5 1,5 1 Bactéricide 0,375 25 66,6 tolérante.
B.Ssbtilis 6,25 100 16> Bactériostatique 6,25 100> 16> Bactériostatique
P.aeruginosa 1,5 6,25 4,1 Bactériostatique 1,5 15,6 10,4 Bactériostatique
C .albicans Pas de colorations par TTC / Pas de colorations par TTC /

La concentration la plus faible est de 0,357 mg/ml contre S. aureus pour les deux extraits et
contre B. cereus pour l'extrait de P. cubeba. Pour les CMB, la concentration la plus faible est de
1,5 mg/ml contre B. cereus pour l'extrait de F. vulgare et de 3,8 mg/ml contre S. aureus pour
'extrait de P. cubeba (P. cubeba est la plus bactériostatique).

Les analyses statistiques révelent que les valeurs de CMI sont significativement différentes
(p <0,05). P. cubeba est plus inhibitrice (tableau21)

Tableau 21 : Les analyses statistiques des CMB des extraits de Foeniculum vulgare et de

Piper cubeba ont été réalisées.

Plante N Moyenne Groupement
P.cubeba 14 12,6071 A
F.vulgare 14 8,2500 A

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.

Le tableau 35 indique que les deux extraits posséde un effet bactérostatique.

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien de I’huile essentielle des graines du fenouil et du Cubebe vis-a-vis des bactéries et
des levures testées. Selon la classification de Ponce ef al. (2003), le Piper cubeba est plus actif
contre sept souches de bactéries et de levures, y compris le Candida albicans. Cependant, 1'huile
de fenouil (F. vulgare) présente une activité¢ supérieure a celle du P.cubeba contre la bactérie
Bacillus cereus. La bactérie la plus résistante aux deux huiles est Pseudomonas aeruginosa (8

mm) contre ['huile de fenouil et (10 mm) contre 1'huile de P.cubeba.
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Dans la présente étude, les bactéries a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa) se sont
avérées les plus résistantes. Ce constat peut étre di a I'action de certains composés volatils de
I’huile essentielle étudiée d’une part et a la présence d'une couche de lipopolysaccharide (LPS)
chez les bactéries G- qui pourrait fonctionner comme barric¢re efficace contre n'importe quelle
biomolécule entrant d’autre part (Inouye et al., 2001; Bagamboula et al., 2004 ; Upadhyay et
al., 2010).

Nos résultats sont confirmés par de nombreuses études (Lopez et al., 2005 ; Bozin et al.,
2006 ; Bouzouita er al, 2008) qui ont montré que les bactéries Gram négatives sont plus
résistantes aux huiles essentielles que les bactéries Gram positives.

E. coli ATCC 25922 s’est avérée la plus sensible par la méthode de dilution, malgré le fait
qu’elle soit Gram négatif. Il est postulé que les différents composants des huiles essentielles
montrent différents degrés d'activité contre des bactéries Gram négatives et positives (Dorman
et Deans, 2000) et que la composition chimique des huiles essentielles peut varier selon
plusieurs facteurs intrinseques et extrinseques (Lahlou, 2004).

Les huiles essentielles de F. vulgare avait des activités antimicrobiennes contre certains
des microorganismes. Les diamétres de la zone d'inhibition de la croissance variaient de 14 a 31
mm (y compris le diametre du disque de 6 mm), avec les valeurs les plus élevées de zone
d'inhibition observées contre Bacillus megaterium (31 mm) et Bacillus subtilis (29 mm) (Roby
et al., 2013).

Les huiles essentielles de F. vulgare ont montré une action antifongique contre Candida
albicans. Cette découverte a ouvert la voie a des recherches sur de nouveaux agents
antifongiques pour le traitement de la candidose et d'autres maladies fongiques (Park et Seong,
2001).

Salkar et al. (2014) ont développé un gel oral a base d'huile essentielle de P. cubeba (0,5
%) et ont testé son activité contre différentes souches de Candida, montrant un effet inhibiteur
comparable a celui des gels a base de plantes locaux commercialisés. Les fruits de P. cubeba
sont considérés comme des traitements prometteurs contre les infections fongiques buccales, en
particulier les especes de C. albicans.

Piper cubeba présente une activité antimicrobienne efficace contre une sélection de
bactéries Gram positive et négative ainsi que contre les champignons. Ces effets peuvent étre
attribués a la présence des huiles essentielles et de lignanes spécialement le (-)-cubébénil et le (-

)-hinokinin (Ekta et Sita, 2012 ; Al-Tememy, 2013).
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L'huile essentielle de P. cubeba endommage les protéines ancrées dans la paroi cellulaire
impliquées dans la formation et I'adhésion du biofilm. Cela pourrait également endommager la
membrane cytoplasmique (Alharbi et al., 2017).

Cette différence d'efficacité est liée a la composition chimique de chaque huile et a la
nature de la souche bactérienne testée (Ait, 2018).

Les résultats obtenus confirment une fois de plus I’efficacité des extraits des plantes et leur
pouvoir antimicrobien. L'efficacité du Fenouil et Cubebe contre les germes testés concorde avec
lalittérature.

L’extrait le plus efficace dans la méthode de puits d’agar (Badole et Bodhankar, 2010 ;
Alsarhan et al., 2013) est le Piper cubeba, qui montre une activité intéressante contre les
bactéries et les levures, a 1'exception de P. aeruginosa et P.mirabilis. Pour le Fenouil, il posséde
une efficacité supérieure a celle du Piper cubeba contre deux bactéries, B. cereus et S. aureus.

La destruction de ces bactéries (Sari, 2012) est notable. Pseudomonas aeruginosa est une
bactérie sensible aux composés métabolites secondaires (antibactériens), a partir desquels sont
formées les parois cellulaires de Pseudomonas aeruginosa complexe, ce qui facilite la
pénétration de ces composés dans les bactéries. Cela est cohérent avec les recherches de Septiani
(2017).

Selon Jawetz (Jawetz, 2010), les composés flavonoides inhibent la croissance des
bactéries a Gram négatif, notamment Pseudomonas aeruginosa, qui est polaire (hydrophile),
permettant ainsi une pénétration facile a travers la couche de peptidoglycane de la paroi
cellulaire. Les parois cellulaires des bactéries a Gram positif sont constituées de polysaccharides
sous forme d'acide teichoique, qui ont la fonction de transfert d'ions positifs (Febiyanto, 2018).
Le processus d'inhibition par des composés métabolites secondaires peut interférer avec le
fonctionnement de la paroi cellulaire de la bactérie Pseudomonas aeruginosa.

Un extrait aqueux de graines de F. vulgare a inhibé la croissance d'Enterococcus faecalis,
de Staphylococcus aureus, d'Escherichia coli, de Klebsiella pneumoniae, de Pseudomonas
aeruginosa, de Salmonella typhi, de Salmonella typhimurium, de Shigella flexneri et de Bacillus
cereus avec des zones d'inhibition allant de 13 a 22,22 a 24, 14 a24,20a21,21a24,11a 12,
14 a 18, 17 a 18 et 24 a 26 mm, respectivement (Gulfraz et al., 2008 ; Kaur et Arora, 2009 ;
Manonmani et Abdul Khadir, 2011).

Extraits et composés de parties de P. cubeba, principalement des fruits, ont été¢ largement
évalués pour leur activité antimicrobienne. En utilisant cinq extraits (acétone, hexane, méthanol,
¢thanol et aqueux) de fruits de P. cubeba, Akshita et al. (2020).ont constaté que tous les extraits

ont montré une activité antibactérienne élevée a modérée contre Klebsiella sp., Staphylococcus
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aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp., Enterobacter sp. et Pseudomonas aeruginosa, sauf
l'extrait d'hexane qui n'a présenté aucune activité. Les meilleurs effets ont été observés vis-a-vis
d'Enterococcus sp., suivi de E. coli et P. aeruginosa.

Les extraits de P. cubeba attaquent et détruisent le peptidoglycane provoquant
I'effondrement cellulaire (Ozturk et al., 2014).

Nahak et Sahu (2011) ont signalé que les extraits des especes de genre Piper renferment
des métabolites secondaires biologiquement actifs regroupant les polyphénols, les alcaloides, les
tannins, les flavonoides, les lignanes et les néolignanes. Cette diversité de composés explique le
haut pouvoir antibactérien des épices ¢tudiés.

Les métabolites secondaires contenus dans les plantes pourrait agir aux différents niveaux
telles que l'inhibition des enzymes microbiennes extracellulaires, la séquestration des substrats
nécessaires a la croissance microbienne, la chélation de métaux comme le fer (Faleiro, 2011), la
perturbation de la membrane cytoplasmique causant une fuite des composants cellulaires,
l'influence de la synthése de I'ADN, de 'ARN, des protéines, et des lipides (Guinoiseau, 2010 ;
Annou, 2017).

La forte teneur en composés phénoliques dans les extraits de parties aériennes pourrait
expliquer les bioactivités observées. Ces composés sont connus comme les substances les plus
dynamiques et sont responsables des propriétés biologiques d’un large éventail d’espéces
végétales. Actuellement, les herbes médicinales et leurs substances phénoliques sont devenues
une alternative efficace avec des effets toxiques particuliecrement faibles pour le contrdle
biologique des agents pathogénes (Dbeibia et al., 2021) .

Les différentes valeurs de Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) obtenues indiquent
que l'activité antibactérienne varie en fonction de la bactérie, ce qui confirme que le type de
microorganisme est un paramétre important déterminant l'activité antibactérienne. Nos résultats
concordent avec ceux de plusieurs auteurs, notamment Friedman et al., (2002), Lo Cantore et
al., (2004) et Agaoglu et al,. (2007), qui ont observé une activité antibactérienne faible.
Cependant, ils different des résultats de Singh et al., (2002), Ozkan et al., (2003), et Dadalioglu
et Evrendilek (2004), qui ont constaté une activité significative contre Escherichia coli et
Staphylococcus aureus.

Dans une étude récente sur P. cubeba et ses fractions, les deux composés ont montré une
inhibition de la croissance de B. pumilus ATCC14884, B. cereus ATCC33019, B. megaterium
ATCC14581 et B. subtilis ATCC6633 (CMI = 63,0-125,0 mg/mL) et ont inactivé plus de 90,99
% des spores de Bacillus a 0,05 %. Plus important encore, les composés ont détruit toutes les

spores a 0,1 % apres 1 h d'incubation (Alqadeeri ef al., 2019).
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Dans notre étude, nous avons observé que les huiles de P. cubeba et de F. vulgare ont des
effets bactéricides sur la majorité des bactéries, tandis que l'extrait de P. cubeba est
bactériostatique vis-a-vis de toutes les bactéries testées et que l'extrait de F. vulgare est
majoritairement bactériostatique. Cela peut étre attribué aux différences de composition entre les
huiles et les extraits, ce qui impacte les constituants présents.

Les interactions entre les agents émulsifiants et les dissolvants, tels que le DMSO, et les
constituants des huiles essentielles représentent un facteur crucial dans la mesure de leur activité
antimicrobienne, car elles peuvent potentiellement diminuer cette activité

Dans les cellules vivantes, le TTC (Triphényl Tétrazolium Chloride) est réduit en
(formazan) par les déshydrogénases présentes dans les mitochondries, un processus lié a la
respiration cellulaire. Les microorganismes vivants métabolisent le TTC en formazan, indiquant
ainsi leur présence et leur activité. (Quaresma et al., 2024)

Contrairement a d'autres micro-organismes, Candida albicans possede des mécanismes de
respiration alternatifs qui ne font pas intervenir les déshydrogénases mitochondriales. Ces
enzymes sont essentielles a la réduction du TTC en formazan, le composé rouge insoluble qui
colore les cellules viables. Candida albicans peut également métaboliser le TTC par d'autres

voies, produisant des composés non colorés. (Vandeputte, 2008)
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Conclusion et Perspectives :

L'étude que nous avons menée a révélé que les huiles et les extraits des graines de cubebe
(Piper cubeba) et de fenouil (Foeniculum vulgare) possédent des propriétés antioxydantes et
antibactériennes significatives. Grace a I'utilisation de diverses méthodes d'extraction et
d'évaluation biologique, nous avons pu démontrer que les deux plantes présentent une efficacité
notable dans la neutralisation des radicaux libres et dans I'inhibition de la croissance bactérienne.
Cependant, le cubebe s'est révélé étre particulierement plus actif que le fenouil. Les tests de
piégeage des radicaux libres DPPH ont montré que les huiles et les extraits de cubebe possedent
une capacité antioxydante beaucoup plus élevée, avec des valeurs IC50 nettement inférieures a
celles du fenouil. De plus, les essais de diffusion sur disque et de diffusion en puits ont indiqué
que le cubebe posséde une activité antibactérienne plus prononcée, surtout contre Candida
albicans, Escherichia coli et Proteus mirabilis, alors que le Fenouil a montré une meilleure
inhibition contre Bacillus cereus et Staphylococcus aureus

Ces différences d'activité peuvent étre attribuées a la composition chimique distincte des
deux plantes. Le cubebe contient une concentration plus élevée des composés polyphnoles et de
flavonoides, connus pour leurs puissantes propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Les
composés spécifiques présents dans le cubebe, tels que le cubébine, pourraient expliquer sa plus
grande efficacité

Les perspectives futures de cette étude incluent la poursuite de la recherche sur les composés
bioactifs spécifiques présents dans le cubebe, afin de mieux comprendre leurs mécanismes
d'action et d'explorer leur potentiel thérapeutique. Des essais cliniques sont nécessaires pour
évaluer l'efficacité et la sécurit¢ des extraits dans des applications médicales réelles.
L'exploration de l'incorporation des huiles et extraits de Cubebe dans divers produits
pharmaceutiques, cosmétiques et nutraceutiques offre également des opportunités de
développement. Des études mécanistiques sont nécessaires pour comprendre les interactions
moléculaires des composés bioactifs.

Cette étude ouvre des perspectives prometteuses pour l'utilisation des graines de cubebe et
de fenouil dans divers domaines, en particulier grace a la puissance des propriétés bioactives du
cubebe. Les recherches futures devraient se concentrer sur la maximisation de ces bénéfices tout

en assurant la sécurité et la durabilité des applications proposées .
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Annexe [
Composition des milieux de culture
e Milieu Gélose Muller Hinton (MH)

Extrait de vIande .........ooiiiiiiii e 3 g/l
Hydrolysant acide de Cas€ine............ovuiiriiriiriitiii et e e eeeeaneaans 17,5g /1
AMIAON .« .ottt e 1,5g/1
A AT ..ottt e b e e e bt e e teeebee e tee e baeebbeetaeetbeeraeentbeearaeanns l6g
pH =7,4+0.2

e Milieu Gélose nutritive (GN)
EXtrait de LoVUIE. . ..ottt et et 3g/l
EXrait de VIANAE.......c.eciiieiiieciie ettt e et e e s b e e sbe e ab e e s te e e beeenbeaenbeeenbeeenes 3g/1
o) 0T ) T PP 10g/1
chlorure de SOAIUM ......o.uii e S5¢g/1
N ) OO 18g/1
pH=74

Annexe IIT

Courbe d’étalonnage
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Annexe IV

Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoniae

Escherichia Coli

Figure : témoins de CMB .
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