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ABSTRACT:

The yield, chemical composition and antimicrobial proprieties of the essential oil extracted
from Foeniculum vulgare mill from (Morocco) were studied. The essential oils yield average
is 3.11%. Twelve components were identified by GC and GC/MS; trans-anethol, fenchone,
limonene and estragole, are the principal components of this oil. The fruits essential oil of
fennel has an inhibiting capacity of the growth of seven microbial strains.

KEYWORDS: Foeniculum vulgare mill, Essential oil, Antimicrobial properties, Chemical
composition.

INTRODUCTION

Originaire du bassin méditerranéen, le fenouil est connu depuis I’ Antiquité. Il s’agit d’une
espece qui, a la différence du fenouil horticole cultivé comme Iégume, croit spontanément sur
les terrains incultes et secs. On la cultive aussi en serre a des fins médicinales (Cecchini et
Ticli, 2004).Cette plante aromatique vivace de la famille des ombelliféres possede une racine
ligneuse et une tige buissonnante mesurant jusqu’a 1,50 m de haut. Les branches, finement
ramifiées, sont cylindriques, striées, luisantes et vert brillant. Les feuilles sont minces et tres
découpées; les fleurs sont d’un jaune intense. Les fruits sont des akenes ovoides de 1cm de
long attachés deux par deux. La plante a une odeur et une saveur anisees.

25



British Journal of Biology Health and Medical Research
Vol.1, No.1, pp.25-33, March 2014
Published by British Research Institute UK (www.gbjournals.org)

Le fruit est utilisé aussi bien comme condiment alimentaire, que comme reméde en médecine
traditionnelle. 1l possede des propriétés stomachique, antispasmodique, anti-inflammatoires,
analgésique, digestive, carminative, antiseptique...(Bellakhdar, 2006). L’huile essenticlle des
fruits est utilisée pour aromatiser certains produits alimentaires, elle est aussi utilisée dans la
fabrication des produits cosmétiques et pharmaceutiques (Telci et al., 2009). Plusieurs travaux
ont démontré ses activités biologiques: antimicrobienne contre les bactéries et les champignons
(Cantore et al., 2004), insecticide (Kutukoglu et al., 2012 ), antithrombotique (Tagnolini et al.,
2007), hépatoprotectrice (Ozbek et al., 2003), antioxydante (Ruberto et al., 2000),
antidiabétique (EI-Soud et al., 2011), insecticide (Ebadollahi, 2013), acaricide (Lee, 2004) et
anticorrosive (Lahhit et al., 2011).

La composition chimique de I’huile essentielle du fenouil collectée dans différentes régions du
monde a été étudiée. Une grande variabilité dans le rendement et dans la composition chimique
de I’huile essentielle a été observée (Anwar et al., 2009 ; Aprotosoaie et al., 2010 ; Dia et al.,
2014 ; Damayanti et Setyawan, 2012 ; Damjanovic et al., 2005). lls dépendent
considérablement de 1’origine géographique (Diaz-Morto et al., 2005), et du stade de
maturation, (Guillen et Manzanos, 1996, Telci et al., 2009).

Une grande partie des recherches actuelles porte sur I’étude de molécules antimicrobiennes
d’origine végétale. Nous avons trouvé qu’il est intéressant d’inscrire ce travail dans ce contexte
de recherche. Le fenouil pousse spontanément au Maroc. Le but de cette étude est de valoriser
le fenouil du Maroc. Nous avons commencé par une caractérisation chimique suivie d’une
¢tude de I’effet antimicrobien de I’huile essentielle extraite des fruits. Ce dernier test a été
accompli sur quatre souches bactériennes pathogeénes et trois moisissures.

MATERIELS ET METHODES
Materiel végétal

Le fenouil pousse spontanément dans la région d’Ain Orma prés de Meknes. Les parties
aeriennes des plantes ont été récoltés et ont été séchées a I’ombre et les fruits on été récupérées.
La récolte a été effectuée durant le mois de Juillet 2011.

Extraction de ’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle est effectuée par hydrodistillation dans un appareil de type
Clevenger. La distillation de 100g de fruits dans deux litres d’eau a eu lieu trois heures a partir
de I’ébullition. Le rendement en huile essentielle est rapporté a 100g de matiere séche. Les
fruits entiers ont été séchés a I’étuve sous une température de 105°C jusqu’au poids constant.
L’huile essentielle ainsi obtenue est séchée sur sulfate de sodium anhydre puis stockée a 4°C
a I’obscurité.

Analyse chromatographique

L’identification des constituants a été réalisée par CPG/SM : chromatographe a phase gazeuse
Trace GC ULTRA couplé a un spectrometre de masse Polaris Q MS a trappe ionique; solvant:
n-hexane; colonne VB-5 (méthylpolysiloxane a 5% phényl), 30m x 0,25mm x 0,25um; volume

d’injection 1l ; température d’injection 220°C ; température de détection pour la CPG est de
40°C; température d’interface 300°C; mode d’injection split; gaz vecteur heélium a 1,4ml/min
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; programme de température 40°C 2min, 40 & 180°C a 4°C/min, 180 a 300°C a 20°C/min
pendant 2mn. La température de la source d’ionisation est de 200°C ; ionisation 70eV ; base
de données utilisée : NIST MS Search.

Microorganismes étudiés

Le test antimicrobien est réalisé sur les microorganismes suivants : Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Penicillium digitatum, Penicillium
italicum et Aspergillus niger. Ils ont été choisis pour leurs fréquences élevées a contaminer les
denrées alimentaires et pour leur pathogénicité.

IIs nous ont été fournis du Laboratoire de I’unité de Technologie Alimentaire et de Biochimie
de ’Ecole Nationale d’Agriculture de Meknés. Les bactéries ont été entretenues par repiquage
sur gélose ceeur cervelle. L’ incubation se fait a 1I’étuve a 37°C pendant 24 heures. En revanche,
les moisissures citées ci-dessus sont cultivées sur le milieu malt extract agar (MEA),
I’incubation se fait a I’étuve a 25°C pendant 7 jours.

Test biologique

La méthode décrite par Remmal et al., (1993), qui permet d’obtenir une émulsion de I’huile
essentielle dans le milieu de culture, a été retenue. Etant non miscible a I’eau et donc aux
milieux de culture, I’huile essentielle a été émulsionnée par une solution d’agar a 0,2% afin de
favoriser le contact germe/composé.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’huile essentielle ont été déterminées
selon la méthode décrite par Remmal et al., (1993) et Satrani et al., (2001).

Des dilutions sont préparées au 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/300 et 1/500 dans la solution
d’agar. Dans des tubes a essais contenant chacun 13,5ml de milieu gélosé TSA (Tryptic Soja
Agar), stérilisés a I’autoclave pendant 20min a 121°C et refroidis a 45°C, sont ajoutés 1,5ml
de chacune des dilutions de fagon a obtenir les concentrations finales de 1/100 & 1/5000 (v/v).
Les tubes sont ensuite convenablement agités avant d’étre versés dans des boites de Pétri. Des
témoins, ne contenant que le milieu de culture additionné de la solution d’agar a 0,2% seule
ont été préparés. L’ensemencement des bactéries se fait par stries a I’aide d’une anse de platine
calibrée afin de prélever le méme volume d’inoculum. Ce dernier est prélevé d’une culture
jeune en bouillon de culture (18h a 37°C). Pour les champignons le milieu gélosé (MEA) est
ensemencé par un fragment de 6mm de diametre prélevé a la périphérie d'une culture fongique
dans le milieu MEA agée de sept jours. Chaque essai a été répété trois fois afin de minimiser
I’erreur expérimentale.

RESULTATS
Optimisation du rendement en huile essentielle

Le rendement dépend du traitement appliqué aux fruits. Il est de 2,22% pour les fruits entiers,
2,55% apres concassage au mortier et 3,11% apres broyage au moulin électrique.
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Composition chimique

L’analyse de I’huile essentielle des fruits du fenouil par CPG/SM a révélé la présence des
composés majoritaires et d’autres en petites quantités chimiques dont 12 molécules chimiques
ont été identifiées (Tableau 1). Quatre constituants chimiques dominent I’huile essentielle : le
trans-Anéthol, le fenchone, le limonéne et 1’estragole avec des pourcentages respectifs de
53,20% ; 9,55% ; 8,14% et 5,29%. D’autres composés sont également présents, mais a des
teneurs moins importantes : a-pinene (0,96%), a-campholéne (0,34%), 3-caréne (0,26%), y-
elémene (0,17%), cis-beta ociméne (0,14%), L’ensemble des constituants contribue au
mélange a concurrence de 78,35%. L’huile essentielle est principalement constituée par les
monoterpenes oxygeénes (68,42%) suivis par les hydrocarbures monoterpéniques (9,76%) et
les hydrocarbures sesquiterpéniques (0,17%). Le trans-anéthol, le fenchone et I’estragole sont
les principaux monoterpenes oxygénés, tandis que le limonene est le composé monoterpénique
majeur.

Tableau 1. Principaux constituants de I’huile essentielle des fruits de Foeniculum
vulgare Mill

TR Constituants Fo_rmule Structure Pourcentage
chimique
8,11 a-pinéne CioH1s6 @— 0,96

8,58 Camphéne CioHis @ 0,13
Cis-beta- 7
951 Ociméne C1oH1s )Wi 0.14

10,6 a-Phellandréne  CioHis - 0,13
11,44 Limonéne CioH1s6 {/J 8,14
12,58 3-Caréne CioH16 0,26
13,47 Fenchone C10H160 )V/\)}lf/ 9,55
15,43 :I'(fé?]r;‘g;‘o'é”e CioH160 J_ZS/ 0,34
18,22 y-Elémeéne CisH24 %H 0,17
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18,67 Estragole CoHi0 M 5,29
20,57 trans-Anéthol  CioH120 ) 882
21,17 cis-Anéthol  CioH120 LT o0
Total 78,35%
Hydrocarbures monoterpéniques 9,76%
Monoterpenes oxygénes 68,42%
Hydrocarbure sesquiterpénique 0,17%

Activité Antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de 1’huile essenticlle extraite des fruits de fenouil contre des
microorganismes qui contaminent les denrées alimentaires a été étudiée. Les résultats sont
présentés dans le Tableau 2.

L’huile essentielle des fruits de fenouil est antibactérienne a 1/1000 pour Bacillus cereus et
Staphylococcus aureus, alors que pour Escherichia coli et Salmonella thyphi, la concentration
minimale inhibitrice est de 1/500 (Tableau 2). La concentration minimale inhibitrice est de
0,97 mg/ml sauf pour Escherichia coli et Salmonella thyphi, elle est de 1,94 mg/ml.

La croissance mycélienne des trois moisissures Penicillium digitatum, Penicilium italicum et
Aspergillus niger est inhibée par une concentration minimale de 0,97mg/ml (Tableau 2).

Tableau 2. Volumes inhibiteurs et concentrations minimales inhibitrices de 1’huile
essentielle du fruit de Foeniculum vulgare Mill. De Meknés (Maroc)

. 1/10 1/25 1/50 1/100 1/200 1/300 1/500 Témo
Concentration

0 0 0 0 0 0 0 in
(mg/ml)* 970 388 194 097 048 032 019 O
Bacteéries
Bacillus cereus - - - - + + + +
Staphylococcus aureus - - - - + + + +
Escherichia coli - - - + + + + +
Salmonella thyphi - - - + + + + +
Champignons
Penicillium digitatum - - - - + + + +
Penicillium italicum - - - - + + + +
Aspergillus niger - - - - + + + +

-: Inhibition;
+: Croissance;
*: Concentration calculée en fonction de la moyenne de la densité de 0,97g/ml.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Le rendement en huile essentielle extraite a partir des fruits du fenouil est de 3,11%. C’est un
rendement intéressant pour une exploitation industrielle.

L’analyse chimique de cette huile par CPG/SM nous a permis d’identifier douze composés,
avec comme produits majoritaires le trans-anéthol, le fenchone, le limonéne et I’estragole. Ce
profil est caractéristique de notre chémotype, il differe des profils trouvés dans la littérature.
L’huile essentielle des fruits de fenouil originaire de la chine (Diao et al., 2014) contient le
trans-anéthol (68,53%), I’estragole (10,42%), le limonéne (6,24%) comme produit
majoritaires, alors que le profil de 1’huile du fenouil originaire du Pakistan (Anwar et al., 2009)
est comme suit : le trans-anéthol (69,87%), le fenchone (10,23%), 1’estragole (5,45%) et le
limonene (5,10%). Les travaux de recherche sur I’huile essentielle des fruits du fenouil natif
de la région Podgorica au centre sud de Mon-tenegro. (Damjanovic et al., 2005) ont révelé la
présence du trans-anéthol (62,0%), du fenchone (20,3%), d’estragole (4,90%) et du limonene
(3,15%) comme produits majoritaires. Mimica-Dukic et al., (2003) ont aussi rapporté que le
trans-anéthol (74.18%), le fenchone (11,32%), I’estragole (5.29%) le limonene (2.53%) et I’a-
pinéne (2,77%) sont les produits majoritaires de 1’huile essentielle du fenouil. Telci et al.,
(2009) ont trouve la plus grande valeur du trans-anéthol (84,12%) et la plus faible valeur est
enregistrée pour I’estragole, le limonéne et le fenchone (4,19-5,53% ; 2,96-4,69% ; 1,17-
2,65%, respectivement) dans I’huile essentielle du fenouil de la Turquie. Napoli et al., (2010)
ont rapporté que les constituants majeurs de I’huile essentielle du fenouil Sicilien (Italie) sont
I’estragole et le fenchone. Cette composition reste trés différente de celle obtenu pour notre
chémotype. Ces variations quantitatives dans la composition chimique de I’huile essentielle
dans différents pays pourraient étre attribuées aux parametres agroclimatiques, 1’origine
géographique (Diaz-Maroto et al., 2006), les variétés cultivees, le stade de maturité des fruits
de fenouil et aussi les méthodes d’extraction (Diaz-Maroto et al., 2005), ’adaptation du
métabolisme de la plante et aussi les conditions d’analyse de 1’huile essentielle.

L’huile essentielle a montré une activité antimicrobienne considérable contre les
microorganismes testés, particulierement contre les bactéries a Gram-positive. Ces résultats
sont en accord avec les résultats trouvés par Anwar et al., (2009) et Cantore et al., (2004) qui
ont montré que I’huile essentielle du fenouil est plus efficace sur les bactéries a Gram-positif.
Ozcan et al., (2006) ont montré que I’huile essentielle du fenouil exerce un effet inhibiteur
contre plusieurs espéces de Bacillus. Anwar et al., (2009) et Mimica et al., (2003) ont rapporté
que I’huile essentielle du fenouil est active contre les especes d’Aspegillus. L’étude du
mécanisme d’action de I’huile essentielle du fenouil sur Shigella dysenteriae (Diao et al., 2014)
a permis de conclure que I’huile essentielle agit sur I’intégrité de la membrane en agissant sur
la liaison des électrolytes, et par la perte des composes (protéines, sucres réduits, et certains
matériaux qui absorbent & 260nm). Ce mécanisme d’action a été confirmé par les observations
au microscope électronique.

La croissance des microorganismes pathogénes ou d’altération peut diminuer la qualité
nutritionnelle par consommation des nutriments incluant les lipides, les protéines et les
glucides qui sont présents dans les aliments, par conséquent, ils causent des changements au
niveau de I’aliment, a savoir la couleur, la biochimie, la perte de poids et la toxicité. Ces
changements vont affecter la santé de ’Homme. La méthode la plus appropriée pour inhiber
la croissance de ces microorganismes est 1’utilisation des conservateurs alimentaires. Les
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huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes et qui possedent de larges
applications dans I’industrie agroalimentaire, soit pour aromatiser et/ou conserver les aliments
(Bajpai et al. 2012).

L’huile essentielle des fruits du fenouil testée vis-a-vis des souches pathogénes a montré une
activité biologique non négligeable. C’est probablement le résultat de la présence du trans-
anéthol connu pour son activité antimicrobienne.

Récemment, certains chercheurs ont rapporté que les hydrocarbures monoterpéniques ou
sesquiterpéniques et leurs dérivés oxygénés, qui sont les principaux composants des huiles
essentielles, présentent une activité antimicrobienne (Cakir et al., 2004). Ces résultats
soutiennent fortement cette étude, puisque I’huile essentielle des fruits du fenouil contient ces
composeés, ce qui confirme son efficacité comme agent antimicrobien naturel.

Les résultats du présent travail nous ont encouragés a réfléchir sérieusement a la domestication
de cette plante et a I’extraction de son huile essentielle. Une telle approche va certainement
contribuer a la création d’opportunités économiques et a améliorer le revenu des agriculteurs
de la région.
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