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L’ organisme produit quotidiennement des radicaux libres, composés trés réactifs
comportant un électron célibataire sur la derniére orbitale, ce qui leur confere une
grande réactivité, ils sont considérés comme potentiellement toxiques car ils ont la
capacité d endommager différents composants cellulaires, tels que les lipides, les

protéines et I'’ADN, conduisant alamort cellulaire (Halliwell, 2006).

Afin de les maintenir a des concentrations physiologiques, I’organisme a
développé un systeme antioxydant. Cependant, dans certains cas, les capacités de ce
systeme sont dépassées par la production incontrdlée de radicaux libres (Finkel, 2003),
causant diverses pathologies comme les maladies cardio-vasculaires, noro-
dégénératives, cancer,...(Haliwell et Gutteridge, 1990 ; Gutteridge, 1993).

L’ alimentation peut largement influencer I’ action néfaste des radicaux libres sur
I’organisme (Craig, 1996). La présence d antioxydants naturels dans les fruits et
légumes a suscité I'intérét des chercheurs; plusieurs études se sont intéressées a la
composition en polyphénols, caroténoides et certaines vitamines et a leur activité anti-
oxydante (Haliwell, 2007).

Vu la surproduction des [égumes et le nouveau mode de vie des populations, la
réfrigération est devenue une éape presque systématique avant leur consommation. Les
légumes évoluent différemment au cours de leur réfrigération (Lorentzen, 1978). La
teneur en antioxydants d’ un Iégume peut augmenter ou diminuer et son activité anti-
oxydante peut étre influencée positivement ou négativement au cours de ce processus
(Lindley, 1998).

Le fenouil (Foeniculum vulgare), est une plante méditerranéenne connue depuis
I’ antiquité, consommée comme légume cuit ou a |’ éat cru, durant une longue période

de I’année ; ses utilisations thérapeutiques sont attribuées en grande partie a son huile
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essentielle, dont la composition et les effets thérapeutiques ont fait I’ objet de plusieurs
études (Guillén et Manzanos, 1996 ; Choi et Hwang, 2004).

Cependant peu de travaux se sont intéressés a la composition en antioxydants du
fenouil, aleur évolution au cours de la réfrigération et des conséquences de ce mode de

conservation sur son activité antioxydante.

Le but de notre étude est de comparer la teneur en antioxydants (acide
ascorbique, composés phénoliques, flavonoides, caroténoides et chlorophylles) de
guatre variétés de fenouil (doux de Florence, Rudy, Latina et le fenouil des champs), et
d’ évaluer leur activité antioxydante (activité antiradicalaire et pouvoir réducteur) au

cours de la conservation.
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|. Classification et description du fenouil

Le fenouil est une plante méditerranéenne, connue depuis I’ antiquité. 1l est
appelé communément "Besbes' par les populations locales. Les romains nommaient
la plante Foeniculum, du latin foenum et qui signifie « foin» ; en Anglais, le nom

donné au fenouil est sweet cumin ou fenndl.

Le fenouil appartient au sous-regne des Viridaeplantae, embranchement des
Spermaphytes, sous-embranchement des Angiospermes, classe des Dicotyledones,
Ordre des Apiales, famille des Apiaceae, genre Foeniculum et a |’ espece Foeniculum
Vulgare (Crété , 1965 ; Gaussen et al., 1982). |l existe deux sous-especes, Vulgare et
Piperitum. La sous-espéce Vulgare se divise en plusieurs variétés: Azoricurm,
Vulgare (fenouil des champs), Bronze (Muckensturm et al., 1997), Doux de
Florence, Latina, Rudy,...

Le fenouil est une plante aromatique, herbacée bisannuelle ou vivace, herma-
phrodite, parcourue par des canaux sécréteurs contenant un mélange d'essence et de
résine al'odeur d'anis (Tirilly et Bourgeois, 1999).

La tige est dressée, rigide et robuste, finement striée, brillante, rameuse dans
le haut, devenant creuse avec I’age, simbrique a la base pour former la pomme
consommable ou le bulbe (figurel). Les feuilles sont alternes, pétiolées et a laniéres

filiformes et acuminées (Heller, 1969).

Base enflée de latige

Racines pivotantes

Figure 1. Forme d un bulbe de fenouil (Hickey et King, 1997).
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Les inflorescences sont sous forme d une ombelle de 15 cm de diametre,
comportant 15 a 20 fleurs, longuement pédonculée, sans sépale, a pétales entiers au
nombre de 5, a corolle jaune, large de 2 a3 mm (Spichiger et al., 2002).

Les fruits sont des diakénes ovoides, bruns ou jaune bruns et long d’ environ
3 a6 mm. Lesracines sont grosses, fusiformes et presgque toujours bifides (Parsons
et Cuthbertson, 2001).

I Utilisations du fenouil

Le fenouil a connu des utilisations ancestrales. |l est utilisé pour son action
anti-inflammatoire, pour activer la sécrétion du lait chez les nourrices, réguler le
cycle menstruel et pour faciliter la digestion (Choi et Hwang, 2004 ; Namavar
Jahromi et al., 2003). Les chinois et les hindous I’ utilisent aussi pour neutraliser les
morsures de serpents et de scorpions (Javidnia et al., 2003).

L es bulbes de fenouil sont consommeés comme |égume crus ou aprés cuisson.
Ses fruits ont une odeur anisée ; ils sont utilisés comme condiment en boulangerie et
confiserie (Teuscher et al., 2005). La variété vulgare (fenouil amer) qui laisse un
apres godt amer tres riche en huiles essentielles est cultivée pour la production du
trans- anthole, un composé trés aromatique utilisé en biscuiterie, confiserie et dans
I"industrie des boissons (Guillén et Manzanos,1996 ; Zeller et Rychlik, 2006).

Plusieurs études ont prouvé I'efficacité des extraits de fenouil en
thérapeutique ; il a connu de larges utilisations comme diurétique (Forster et al.,
1980), antipyrétique (Taniraet al., 1996) et analgésique (Choi et Hwang, 2004). Les
feuilles et les fruits sont principalement utilisés pour les nombreuses vertus de leurs
huiles essentielles qui ont montré des activités antioxydante, antimicrobienne
(Ruberto et al., 2000), hepatoprotective (Ozbek et al., 2003) et anti-hirsutisme
(Javidnia et al., 2003).

I11. Composition et valeur nutritive

Le fenouil se caractérise par une teneur en glucides modérément élevée pour
un légume frais, il est également riche en fibres (tableau I), en vitamines (tableau 1)
et minéraux (tableau I11), ce qui lui confére une valeur nutritive importante et un

intérét particulier dans notre régime alimentaire.
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Tableau |: Composition du fenouil en g /100 g de matiére
comestible (Souci et al., 1994).

Composant
Eau
Protéines
Lipides
Glucides
Glucose

Fructose

Sucrose

Fibres

M oyenne
86
2,43
0,30

2,84
1,26
1,06
0,517

4,19

Tableau I1: Composition du fenouil en vitamines (ug /100g
de matiére comestible) (Souci et al., 1994).

Composant
Equivalent rétinol
Caroténoides
B-Caroténe
Vitamine K
Vitamine B1 (thiamine)
Vitamine B2 (riboflavine)
Vitamine B3 (nicotinamide)
Vitamine B5 (acide pantothénique)
Vitamine B6 (pyridoxine)
Vitamine B8 (biotine)
Vitamine B9 (acide folique)

Vitamine C (acide ascorbique)

Moyenne
78,33 x 10°

4,70
4,70
240
230
110
200
250
100
2,5
100
9,3 x 10*
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Tableau I11: Composition du fenouil en minéraux (mg /100g
de matiéere comestible) (Souci et al., 1994).

Composant Moyenne

Sodium 86
Potassium 494
Magnésium 49
Calcium 109
Fer 2,70
Cuivre 0,0585
Zinc 0,250
Phosphore 51
Nitrate 127

V. Lesantioxydants du fenouil

IV.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites secondaires, le plus
large et le plus répandu du régne végétal et font partie intégrante de I’ alimentation
humaine et animale (Shahidi et Naczk, 2004). Plus de 8000 structures phénoliques,
allant de mol écules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que les acides
phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tannins ont été
identifiés (Bahorun, 1997 ; Guinard, 1996). |Is peuvent étre conjugués, avec un ou
plusieurs résidu(s) glucidique(s), ou étre liés a d autres composés chimiques tels
que des acides carboxyliques, des amines, des lipides ou avec d autres phénols
(Robards et al., 1999)

Cette définition purement chimique des composes phénoliques peut inclure
d autres métabolites secondaires tels que les alcaloides et les huiles essentielles. 11
est, donc, nécessaire de faire intervenir le critére biosynthétique pour mieux cerner
les limites de ce groupe de composés (Bruneton, 1999). Les polyphénols sont
synthétises a partir de deux voies:

» Célle de I'acide shikimique, qui conduit aprés transamination et désami-
nation aux acides cinnamiques, procureurs de la majorité des acides phénoliques
(Croteau et al., 2002).
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* Celle issue de |’ acétate, qui conduit a des poly [2-coesters (polyacétates) de
longueur variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les
dihydroxy-1,8 anthraguinones ou |les naphtoguinones (Richter, 1993).

De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques, due a cette
double origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité d’ une participation
simultanée des deux voies dans |I'éaboration de composes d’ origine mixte : les
flavonoides (Bruneton, 1999).

Le fenouil est une bonne source alimentaire de composés phénoliques ; il est
riche en acides phénoliques et en flavonoides (Harborne et Saleh, 1971 ; Paregjo et
al., 2004).

1.1. Lesacides phénoliqueset leurs dérivées

Cette classe de composés englobe les dérivés hydroxybenzoiques et les
dérivés d’ acides hydroxycinnamiques.

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de I’ acide benzoique avec la
structure de base C6-C1. Ces composés peuvent provenir directement de I’ acide
3-déshydroshikimique (cas de I’ acide gallique) ou de I’ acide chorismique (cas de
I’ acide salicylique) ; ils résultent, en général, de la dégradation de la chaine latérale
des acides cinnamiques (Bruneton, 1999).

Les dérivés d'acides hydroxycinnamiques représentent une classe tres
importante dont la structure de base est le motif C6-C3. Ils sont impliqués dans les
processus de lignification, division cellulaire, signalisation ou dans les propriétés
physico-chimiques des parois cellulaires végétales (Guinard, 1996).

Les coumarines sont des composés phénoliques cyclisés qui dérivent
essentiellement des acides t-cinnamique et p-coumarique (figure 2) (Ribereau-
Gayon, 1968). Dans la cellule végétale, les coumarines sont principaement
présentes sous forme glycosylée (Bruneton, 1999). Certaines d entre elles telles que
les furanocoumarines sont induites par des stress biotiques et abiotiques et

possedent une activité antimicrobienne (Wong et Kitts, 2006).
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Furanocoumarine Umbelliferone

1L oS!
O 0~ 0 HO o~ ©

Figure 2. Structure de quelques coumarines (Brown et al., 1964)

Pargjo et al. (2004) ont identifié, I’acide p- hydroxybenzoique-O-glucoside,
I”acide rosmarinique, les dérivés de I’ acide hydroxycinnamoylquinique, les dérivés
de I’ acide feruloylquinique et les dérivés de I’ acide dicaf éylquinique (figure 3), ces
derniers sont les plus abondants dans le fenouil, avec 61,4 - 232,5 mg/100g d’ acide

chlorogenique et 110,5 -377,8 mg/100g d'acide 1,4- dicaféylquinique (Krizman et
al., 2007).

OH
] COOH . ..
Ho « J\/@ Acide rosmarinique
(o] OH
HO
5. .
. 4 _OH
e RO .
3
Hooc .| /- ¢ "OR, X , OH
3 Caffeoyl = 2
OR, OR ©

2

Acide 3-caféylquinigue (acide neochlorogénique) R1=R3=R4=H , R2= caféyl

Acide 5-caféylquinigue (acide chlorogenique) R1=R2=R3=H , R4= cafeyl
Acide 4-caféylquinique (acide cryptochlorogenique) R1=R2=R4=H, R3= cafeyl
Acide 1,5-dicaféylquinique R3=R4=H , R1=R4= caféyl.

Figure 3: Structure de quelques acides phénoliques rencontrés dans | e fenouil

(Pietta et Simonetti, 1999 ; Matsuno et al., 2002)
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1.2. Les flavonoides
Les flavonoides, plus de 4000 structures, possedent le méme élément de

base, a savoir, I’ enchainement 2-phénylchromane (figure 4) (Richter, 1993).

Figure 4: Structure de base des flavonoides (Gamet-Payrastre et al., 1999)

Les flavonoides sont hydroxylés en position 3, 5 3,4 ef/ou 5, et
fréguemment un ou plusieurs de ces groupes sont méthylés, acetylés ou sulphatés
(Havsteen, 2002). Les flavonoides se lient généralement au rhamnose, glucose,
galactose et arabinose (Soobrattee et al., 2005) ; ils sont présents sous forme O- ou
C- glycosides (Harborne et Williams, 2000), et peuvent étre regroupés en
différentes classes selon le degré d oxydation du noyau pyranique central (Rijke et
al., 2006). lIs sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles,
jouent parfois un réle de signalisation modulant les interactions symbiotiques entre
les plantes et les microorganismes (Croteau et al., 2002) ; ils sont également
susceptibles d'assurer une protection contre les radiations UV, les attagues
d’ insectes et de microorganismes (Pietta, 2000; Onyilagha et Grotewold, 2004 ).

Selon la présence ou non de glucide, les flavonoides peuvent étre regroupés en deux
types :

a. Lesflavonoides aglycones

Cette classe est représentée par |'acacétine et le kaempférol (figure 5), la
naringenine et I’isorhamnetine. In vitro, les flavonoides aglycones ont une activité
anti-oxydante meilleure que celle de leurs correspondants glycosylés alors que in
vivo, il n'y aurait pas de différence du fait que le glucide soit éiminé durant la
digestion (Pargjo et al., 2004).
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kaempférol Acacétine

Figure 5 : Exemples de flavonoides aglycones rencontrés dans le fenouil (Brown et
al., 1998).

b. L esflavonoides glycosylés
Selon la nature du glucide et le nombre de glycosylations, on distingue :
Dans le fenouil les flavonoides O-rhamnoglucoside sont représentés par la
quercétine -3-O-rutinoside (rutine), I’ eriodictyol-7-O-rutinoside (eriocitrine) (figure
6), le kaempferol-3-O-rutinoside, |"isorhamnetine-3-O-rutinoside, la naringenine-7-

O-rutinoside (narirutine), |’ acacetine-7-O-rutinoside et |a luteoline -7-O-rutinoside

(Pargio et al., 2004 ).
OH
Rutinoside-O- 0 ‘
. OH

OH O
Figure 6: Structure de | eriodictyol-7-O-rutinoside (Richter, 1993).

Les flavonoides glucuronides inclus la quercétine -3-O-glucuronide (la
miquelianine), le kaempferol-3-O-glucuronide, la luteoline -7-O-glucuronide, iso-
rhamnetine-3-O-glucuronide et I’ apigenine-7-O-glucuronide (Harborne et Saleh,
1971). Lesflavonoides galactoside, glucoside et arabinoside sont représentés par la
quercétine-3-O-galactoside (hyperoside) et I'isorhamnetine-3-O-galactoside (figure
7), le kaempferol-3-O-glucoside, la quercétine-3-O-glucoside (iso-quercitring),
I"iso-rhamnetine-3-O-glucoside et |e kaempferol- 3- arabinoside (Harborne et Saleh,
1971).
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Les flavonoides diglycosides du fenouil regroupent, quatre O-dihexosides
(deux isorhamnétine-O-dihexosides et deux quercétine-O-dihexosides) et un C-

dihexoside (6,8-C-dihexosylapigénine) (figure 8) (Pargjo et al., 2004 ).

Figure 7 : Structure de I’ isorhamnetine-3-O-glucuronide (a) et de la quercétine-3-
O-glucuronide (miquelianine) (b) (Soliman et al., 2002)

Figure 8: Structure du 6,8-C-dihexosylapigenine (Pargjo et al., 2004 ).

1.3. Propriétés antioxydantes

Les composes phénoliques agissent comme donneurs de protons ou
d électrons, comme chélateurs de métaux de transition (Blokhina et al., 2003), et
comme inhibiteurs d’enzymes génératrices de radicaux libres et inducteurs de la
synthese d’ enzymes antioxydantes (Cotelle et al ., 1995).

Gréce a leurs diversité structurale, les composes phénoliques exercent une activité
antioxydante via plusieurs mécanismes et agissent a différents niveaux des réactions
radicalaires (Bors et al., 1997 ; Robards et al., 1999). Cette activité est étroitement
liée a leurs propriétés structurales, a savoir le nombre et la position des groupement

hydroxyls et le degré de methylation, de glycosylation et de polymeérisation (Heim
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et al., 2002). L’ activité anti-oxydant des composes phénoliques augmente avec le
degré de polymeérisation et diminue avec le degré de methylation et de glycosylation
au niveau des groupements hydroxyls.

Les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, sont susceptibles
de réagir avec la plupart des espéces réactives de I'oxygéne. Leur activité
antiradicalaire nécessite:

* La structure ortho-diphénolique du cycle B, qui est essentielle a I’ activité des
flavonoides possédant un hétérocycle saturé (Williams et al., 2004).

* La double liaison 2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo-, qui est responsable de la
délocalisation d électrons stabilisant le radical aroxyl.

* Les hydroxyles en positions 3 et 5 qui permettent une activité antiradicalaire
maximale (figure 9) (Es-Safi et al., 2007).

Figure 9: Les groupements fonctionnels des flavonoides intervenant dans leur
activité anti-radicalaire (Williams et al., 2004 ; Soobrattee, 2005).

12
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a. Chélation des métaux

Les composés phénoliques inhibent la formation de radicaux libres par la
chélation de métaux de transition tels que le cuivre, le fer et I’aluminium (figure 10)
(Puppo, 1992 ; Chvatalova et al., 2008).

Figure 10: Chélation des métaux de transition par les flavonoides (Pietta, 2000).

b. Neutralisation desradicaux libres

Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces de radicaux libres
(Hollman et., 1996), et ceci grace aleur groupement hydroxyle (Cs-OH) fortement
réactif (Ghedira, 2005) contre |’anion superoxyde, le radical hydroxyl et I’ oxygéne

singulet, selon laréaction suivante :

Flavonoide (OH) + R* — flavonoide (O ') + RH (Heim et al., 2002).

Les flavonoides préviennent la peroxydation lipidique en réagissant avec les
radicaux libres, qui sont susceptibles d arracher un hydrogene sur le groupement
CH, situé entre deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (Harborne et
Williams, 2000) et protégent ainsi les membranes cellulaires (Havsteen, 2002).

Les flavonoides du fenouil présentent un pouvoir antioxydant important.
Pargjo et al. (2004) ont testé cette capacite ; la quercétine-3-O-galactoside isolé du

fenouil est un inhibiteur efficace de I’ anion superoxyde.

c. Inhibition d’enzymes

Les composés phénoliques affectent I'activité de nombreux systemes

enzymatiques (Olszanecki et al., 2002). Les flavonoides ont la capacité d’inhiber
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des enzymes clés de la respiration mitochondriale (Nijveldt et al., 2001). Il s agit de
flavonoides saturés en position C,-C; et dont le noyau B est trihydroxylé (C 3', 4’
et 5'). Certains flavonoides comme |’apigenine, la quercétine et la myricétine
inhibent la xanthine oxydase et la NADH-oxydase (Harborne et Williams, 2000 ;
Dasilvaet al., 2004).

1.4. Digestion et absor ption
L'apport journaier en composés phénoliqgues dépend des habitudes
alimentaires et de la nature de la matrice qui les contient (Naczak et Shahidi, 2004).
L es composés phénoliques glycosylés peuvent étre absorbés directement, ou
aprés leur hydrolyse par les enzymes intestinales (figure 11).
L e métabolisme des composés phénoliques fait intervenir plusieurs enzymes,
tels que la phénol sulfotransférase, catechol-O transférases, p-glucosidases, lactase-

phloridzine oxydases et UDP glucuronosyl transférases.

Quercétine 3- rutinoside

v

Intestin gréles Célon
aH
n o L] L]
. D ,
. > Quentines Ly O D,
e & S:f,:ﬁ:l;':e > @ : Adide 34dibydrosy  —  Acide3 hydroxy
Ly [’\- Quercétine phenylacetique phenylacetigue
Quercétine 3- rutinoside
L L L] L] [ ] [ ] [peotineestinate | [ JJ] | | | ] ] [ ][] ]
o Foie/ Reins e .
Y ] . @ R bevt—ttm L J
Quercétine — @ | » Acide 3 4-dihydroxy == Acide J-méthoxy-4- Acide 3 hydroxy
| phenylacetigue hydroxy phénylacetique phenylacetique
Isorhamnetine ‘
\{ \ Excrétion dans les urines * * *

Figure 11: Métabolisme de la quercétine dans le corps humain (Olthof et al., 2003).
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Le métabolisme des polyphénols est influencé par le poids moléculaire, la
solubilité, le pK, le temps du transite gastrique et la perméabilité de la paroi
intestinale (Scalbert et Williamson, 2000 ; Rice-Evans, 2004).

L es composés phénoliques et |eurs métabolites non absorbés par I’ intestin subissent
une dégradation par la flore intestinale (Setchell, 2000).

L’ absorption des composés phénoliques est influencée par leur forme ; les
formes glycosylées des flavonoides sont absorbées plus rapidement que les formes
aglycones (Nijveldt et al., 2001).

IV.2. Lescaroténoides

Les caroténoides sont une famille de pigments contenant au moins 600
structures, responsables de la couleur rouge orange ou jaune des fruits et |égumes
(Haila, 1999). Parmi ceux-ci, environ une cinquantaine fait partie de notre
alimentation (Stahl et Sies, 2003).

Ce sont de longues molécules a caractére lipophile et qui possedent dans leur
structure chimique de trés nombreuses doubles liaisons conjuguées qui leur confere
la capacité d absorber la lumiére dans le visible (Rodriguez-Amaya, 1997).La
structure des caroténoides détermine leurs caractéristiques, leurs propriétés
physicochimiques et leur activité biologique. Les caroténoides contiennent une
chaine polyinsaturée et peuvent comporter une structure cycliqgue a chague
extremité (figurel2) (Rodriguez-Amaya, 2001).

Figure 12: Structure du 3 carotene (Davies et al., 1974)

2.1. Propriétés antioxydantes
Les caroténoides ont des fonctions biologiques différentes d’un composé a
I"autre et qui dépendent de leurs structures (Miller et al., 1996 ; Woodall et al.,

1997). Parmi les caroténoides, le R-carotene, est celui qui possede le plus grand
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potentiel d activité provitaminique A et antioxydant (Astorg, 1997 ; Scott et
Rodriguez-Amaya, 2000).

a. Piégeage del’ oxygene singulet

Les caroténoides piégent |’ oxygene singulet, le mécanisme impliqué est le
transfert de I’ énergie de I’ oxygéne singulet vers une molécule de caroténoides avec
formation de I’oxygene moléculaire triplet et d’une molécule de caroténoide
excitée (Krinsky, 1989 ; Polyakov et al., 2001) qui revient a son état initial par perte
de son énergie sous forme de chaleur selon la réaction suivante :

02+ Car —  302+3%Car  (Poppel, 1993).

b. Neutralisation des radicaux libres

Les caroténoides neutralisent les radicaux libres par un transfert d’ électrons
(réaction 1), d’hydrogéene (réaction2) ou par une réaction d addition (réaction3)
(Burton, 1988 ; Duttaet al., 2005) :

Car+ R° < >  Ca°' +R (réaction 1)
Car-H + R° < >  Car° + RH (réaction2)
Car-H + ROO° »  Car°- ROOH (réaction3

Le mécanisme par lequel les caroténoides neutralisent le radical peroxyl est indiqué
danslafigure 13.

Figure 13: Neutralisation du radical peroxyl par un caroténoide (Poppel, 1993)
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2.2. Digestion et absor ption

L'absorption des caroténoides dans I'intestin est passive (Tyssandier et al.,
2001). Elle suit la voie des lipides aprés la rupture de leurs liaisons avec les
protéines ou les membranes de la matrice qui les contient (During et Harrison,
2004). L’extraction des caroténoides de la matrice végétale commence dans
I”’estomac ou une fraction est transférée vers la phase lipidique du bol alimentaire
(Bohm et al., 2006). L’efficacité de ce transfert dépend des caractéristiques de la
matrice, de la lipophilie du caroténoide et du pH du milieu (During et Harrison,
2005).

Les caroténoides sont extrémement apolaires; cette caractéristique explique
pourquoi leur métabolisme est étroitement associé a celui des lipides et nécessite la
présence de graisses alimentaires pour stimuler la sécrétion des sels hiliaires et
assurer leur émulsification (Borel et al., 2005). Apres leur organisation sous forme
micellaire, les caroténoides sont absorbés et incorporés a des chylomicrons dans
I'entérocyte puis livrés au foie via la circulation sanguine (Faulks et Southon, 2005).

Les caroténoides peuvent étre stockés dans le foie, ou transférés dans les

tissus par des lipoprotéines afaible ou a haute densité (Kato et al., 2004).

IV.3. L"acide ascor bique

L’ acide ascorbique ou vitamine C (CgHgOs) est une vitamine hydrosoluble
(figure 14), dont la source la plus importante sont les fruits et légumes, qui
présentent 90% de I’ apport quotidien (Lee et Kader, 2000).

OH

OH

OH OH

Figure 14: Structure de I’ acide ascorbique (Chinoy, 1984).

L’ acide ascorbique intervient dans de nombreuses réactions biochimiques par
un mécanisme d oxydo-réduction par la perte ou la réintégration d atomes

d hydrogene dans un équilibre entre les formes oxydées et réduites (figure 15)
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(Fain, 2004). L’ acide ascorbique a des rdles physiologiques divers (Huang et al.,
2002) ; c'est un cofacteur indispensable a la proline et a la lysine oxydase qui
interviennent dans la synthése du collagene (figure 16) (Luck et al., 1995). I
intervient aussi dans I’ absorption du fer inorganique (Dawson et al., 1999), réduit le
taux de cholestérol plasmatique, inhibe la formation du nitrosoamine et renforce le

systeme immunitaire (Igbal et al., 2004).

2H* 2e
HO HO
E O f O
H( )Jmﬁ” /‘ > ””\/U“
— ) 7N
HO OH 8 O
Acide L- ascorbique Acide L dehydroxyascorbique

Figure 15 : Oxydation de I’ acide L- ascorbique (Rose et Bode, 1993).

Proline HO-Proli
Proline romne Ascorbate Semidehydroascorbate

C IS A S
R—C~N-CH,COOH ¥ R=C—NH; + HG-COOH

d'amidation
Hormone Hormone

Semidehydroascorbate Ascorbata inactive active

Figure 16 : Role de |’ acide ascorbique dans quel ques réactions bi ochimiques
(Johnston, 2001).

3.1. Propriétés antioxydantes

L’acide ascorbique réduit les risques des maladies cardiovasculaires, de

|'artériosclérose et des cancers en neutralisant les radicaux libres.

a. Piégeage deradicaux libres
L’ acide ascorbique est un piégeur efficace du radical superoxyde (O, ) de
I oxygene singulet et du peroxyde de I’ hydrogene (Smirnoff, 1996 ; Wang et Jiao,
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2000). L’acide ascorbique régénere aussi le radical tocophéryl (figure 17)
(Pincemail et al., 1998 ).

O, +Acideascorbique —, Acide dehydroascorbique + H-0,.

ROX Tocophérol X Radical ascorbyl XGSH
RH GS”—>GSSG

Tocophéryl Acide ascorbique

Figure 17 : Régénération des tocophérols vial’ action de I acide ascorbique
(Pincemalil et al., 1998 ).

b. Chéation de métaux de transition

L’ acide ascorbique a plusieurs groupements donneurs d’ hydrogéne, qui sont
capable de former des complexes avec les métaux de transition par via I’ atome
d oxygene en C2 et C3 (figure 18). Cette capacite dépend de la nature du métal et
du pH du milieu (Zimreoglu-Karan, 2006).

CH,OH
"HOH
] 0 d
g
/Fe< 0]
0 OH 2 O R
0
\ / "HOH
M éHZOH

Figure 18: Chéation de métaux de transition par I’ acide ascorbique (Zimreoglu-
Karan, 2006).

3.2. Digestion et absor ption
L’ absorption de |’ acide ascorbique s effectue au niveau de la mucus buccale

par un transport passif, de I’estomac et de I'iléon par un mécanisme de transport
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actif (Igbal et al., 2004). L’absorption intestinde de |’acide ascorbique est
influencée par la quantité ingérée, la consommation de pectine, de zinc ou d’acool
(Basu et Donaldson, 2003).

Aprés absorption, I'acide ascorbique passe rapidement dans le sang puis
diffuse de fagon variable dans tous les tissus. Dans le sang, on retrouve principa-
lement I’acide ascorbique (80 a 95 %) ; I’acide déhydroascorbique ne représente
gue 5 a 20 % de la vitamine C circulante (Johnston, 2001). L’acide ascorbique
n'est pas stocké par |’organisme ; un apport quotidien est nécessaire pour couvrir
les besoins en cette vitamine (Klenner, 1971).

IV.4. Leschlorophylles

Les chlorophylles sont des pigments photosynthétiques responsables de la
couleur verte des végétaux ; leur nom vient du latin chlorés et phyllon qui
signifient, vert des feuilles (Britton, 1983; Jubert et Bailey, 2007).

Les chlorophylles font partie d’ un groupe de pigments tétrapyrroliques avec

des fonctions et des é éments structuraux communs (figure 19).

CHCH, R
H.C CH,CH,
H.C
"H Y "
CH,
CH, coocH?
oo

OW

Figure 19: Structure des chlorophyllesa (R = CHa) et b (R = CHO) (Britton,
1983)
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Elles sont caractérisées par un isocycle a cing membres et par la présence
d un atome de magnésium complexé en leur centre (Ferruzzi et Schwartz, 2001).
On dénombre, plus de 50 chlorophylles différentes, dont la structure de base, est le
noyau porphyrine. Les plus répandues sont les chlorophylles a et b (Berghold et al.,
2004 ; Schoefs, 2004). La dégradation des chlorophylles conduit aux pheophytines
puis aux pheophorbides (Ferruzzi et Schwartz, 2001).

L es activités biologiques des chlorophylles et de leurs dérivés ont fait I’ objet
de plusieurs études (Ferruzzi et Blakeslee, 2007) ; elles sont douées d'un fort
pouvoir cicatrisant (Bowers, 1947) et ont des propriétés anti-inflammatoires (Kumar
et al., 2004).

4.1. Propriétés antioxydantes

Les chlorophylles, agit en synergie avec la vitamine E et augmentent sa
capacité antioxydante (Le Tutour et al .,1998), eles chélatent les métaux de
transition et neutralisent les radicaux libres (Ferruzzi et al., 2002). Higashi-Okal et
al.(2001) ont démontré que les chlorophylles ont une activité antioxydante
supérieure a celle du R-carotene et ceci grace a la structure porphyrine qui a la
capacité de donner un atome d’ hydrogene ou un électron et de prévenir la péroxy-
dation lipidique (Park et al., 2003 ; Lanfer-Marqguez et al., 2005).

4.2. Digestion et absor ption

Une fois dans I’estomac les chlorophylles sont libérées de leur matrice
végétale et subissent I’action de I’acide gastrique, qui les transforme en pheo-
phytine, par la perte du magnésium (Ferruzzi et Schwartz, 2001). La pheophytine
forme des micelles avec les graisses alimentaires et les sels biliaires, se qui facilite
leurs absorption au niveau de I'intestin gréle (Irvin et al., 1953) ; son passage dans
I’ entérocyte se fait par diffusion passive, son métabolisme et son passage dans la
circulation restent mal connus (figure 20) (Ferruzzi et Blakesee, 2007).
Paroi intestinale
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Fruits/ legumes

Chlorophylles + lipide

vers les tissus
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Figure 20: Voie de digestion et d' absorption des chlorophylles (Ferruzzi et
Blakedle, 2007).
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| .Echantillonnage

Les variétés de fenouil (Foeniculum vulgare) ont été récoltées pendant le
mois de mars 2007. Chaque variéte est représentée par un échantillon de 5 kg. Les
bulbes sélectionnés ne présentent pas de blessures ou d’infection (figure 21). Les

caractéri-stiques de chaque variété sont récapitulées dans le tableau V.

Doux de Florence Rudy

Latina Fenouil des champs

Figure 21: Morphologie des variétés de fenouil étudiées.
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Tableau 1V: Caractéristiques morphologiques des variétés étudiées.

Variété Région
Doux de
Florence

Béjaia (Tazmalt)
Rudy
Latina Boumerdes
Fenouil des | Bé¢jaia
champs (Amizour)

Caractéristiques

Forme : bulbe plat allongé, peu fibreux, tres
hydraté, sans taches de brunissement sur les
lieux de coupure

Hauteur : 15-20 cm

Couleur : blanc - vert

Poids : 250-300 g.

Forme: bulbe bombé rond, peu fibreux,
tres hydraté et ne présentent de taches de
brunissement sur les lieux de coupure
Hauteur :15-20 cm

Couleur : blanc

Poids : 250-300 g.

Forme: bulbe bombé rond, peu fibreux,
présentant des taches de brunissement sur
les lieux de coupure

Hauteur :10-15cm

Couleur : blanc - vert

Poids : 150-200 g.

Forme : ne présente pas de bulbe, structure
tres fibreuse, pas de taches de brunissement
et peu hydraté comparativement aux
variétés précédentes.

Hauteur:20-25cm

Couleur : vert

Poids : 30-50 g.
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II. Dosages des antioxydants

[1.1. L’ acide ascor bique

Lateneur en acide ascorbique est déterminée selon la méthode de Mau et al
(2005) modifiée. 5 g de broyat de fenouil sont agités pendant 30 minutes avec
10 ml d’acide oxalique puis le mélange obtenu est filtré; le résidu subit une
deuxieme extractionet le dosage est effectué en tilisant le 2,6-
dichloroindophenol. L'absorbance est mesurée a 515 nm. Les résultats sont
exprimées en mg/100g de matiere fraiche (MF) en se référant a la courbe

d’ étalonnage (Annexe).

[1.2. Les caroténoides

Les caroténoides ont été extraits selon la méthode de Sass-Kiss et al.
(2005) ; 10 g de fenouil broyé sont agités pendant 30 minutes avec un mélange
hexane : acétone : éthanol (2:1:1), puis la phase supérieure est récupérée et le
résidu subit une deuxieme extraction avec 10 ml d hexane. Les deux phases
récupérées sont mélangeées et |’ absorbance est mesurée a 430 nm. La concentration
en caroténoides est exprimée en g de B-caroténe par 100 g de matiere fraiche en

seréférant ala courbe d’ étalonnage (Annexe).

[1.3. Les chlorophylles

Le dosage de la chlorophylle est effectué selon la méthode de Dere et al.
(1998). 10 g d' échantillon sont additionnés de 30 ml d’ acétone ; aprés homogénéi-
sation pendant une minute, le mélange est centrifugé a 545 g pendant 10 minutes.
Le surnagent est récupéré et |’absorbance est lue a 662 et a 645 nm pour les
chloro-phylles a et b, respectivement. Les teneurs en chlorophylles sont calculées

selon les formules suivantes :

Ca=11,75 XA 662 - 2,350 x A 645
Cp=18,61 X A 645 - 3,960 X A g5

Ca: Concentration en chlorophylle a ; Cb : Concentration en chlorophylle b.
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[1.4. Les composés phénoliques

[1.4.1. Préparation des extraits

L’ extraction est réalisée avec deux solvants de polarité différente (eau et
méthanol 40% (v/v).

10 g de bulbe sont broyés dans un mortier, puis additionnés de 50 ml de
méthanol 40 % ; apres agitation pendant 20 minutes, le mélange est filtré et le
résidu subit une deuxiéme extraction. Les filtrats sont combinés et centrifugés
pendant 20 minutes a 7600 g a 15 °C; le surnageant récupéré est concentré au
rotavapeur (Pargjo et al., 2004).

L’ extrait agueux est obtenu par agitation de 10 g de bulbe broyé avec 100
ml d'eau distillée dans un bain-marie a 80°C pendant 20 minutes. Le méange est
filtré puis centrifugé a 7600 g pendant 20 minutes. Le surnageant est concentré au
rotavapeur (Mataet al., 2007).

11.4.2. Dosage des composés phénoliques

11.4.2.1. L es composeés phénoliques totaux

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange dacide phosphotungstique
(H3PW1,04) et d acide phosphomolybdique (HsPMo01,04), 0xyde les composés
phénoliques; les oxydes métalliques produits ont une couleur bleue, dont
|’ absorbance est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
I’ échantillon (Ribéreau-Gayon et al., 1982 ; Georgé et al., 2005).

100pl d'extrait méthanolique et de I’ extrait agqueux sont goutés a 2,2ml
d une solution de carbonate de sodium (2 %). Aprés 3 minutes, 100ul de réactif de
Folin-Ciocalteu sont additionnées au mélange. L’ absorbance est mesurée a 720 nm
(Naithani et al., 2006). La teneur en composés phénoliques des extraits est
exprimée en mg par 100 g de matiére fraiche en se référant a la courbe

d étalonnage (Annexe).
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11.4.2.2. Lesflavonoides

Les flavonoides forment des complexes avec I’aluminium sous forme
d’ions Al*® aprés décomposition de chlorure d’ aluminium. Les complexes formés
sont responsables de |’ absorption de la lumiére dans le visible (Ribéreau-Gayon,
1968 ; Sticher et al., 2000).

L e dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de Djeridane et al.
2006. 1,5 ml de chague extrait sont additionnés du méme volume de chlorure
d’auminium (2%). L’absorbance du mélange est mesurée aprés 10 minutes a
320 nm. Les résultats sont exprimés en mg de quercetine/100 g de matiere fraiche,

en se referant ala courbe d’ étalonnage (Annexe).

[11. Détermination de |’ activit€ antioxydante

[11.1. Activité antiradicalaire

L’ activité antiradicalaire des deux extraits est déterminée par une méthode
basée sur la réduction du radical diphényl picryl-hydrazyl (DPPH), par don
d’ atomes d'hydrogene ou d’ é ectrons (Molyneux, 2004).

Iml d'extrait est gouté a 2 ml de DPPH. Apres incubation pendant 40
minutes a température ambiante, I'absorbance est lue a 517 nm (Peschel et al.,
2005). Le pourcentage de neutralisation du radical de DPPH est calculé selon la

formule suivante :

% = (A témoin- A achantilion / A temoin) X 100

[11.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode de Oyaizu (1986). 1ml de chaque
extrait est mélangé avec 2,5 ml du tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de
ferricyanure de potassium (1%).

Aprés incubation a 50°C pendant 20 minutes, 25 ml dacide

trichloracétique (10%) sont ajoutés au mélange avant d’ étre centrifugé a 784 g/10
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minutes. 2,5 ml du surnageant sont mélangés avec 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml

de chlorure ferrique (0,1%). L’ absorbance est mesurée a 700 nm.

V. Effet dela conservation

Pour évaluer les effets de la conservation sur I’activité antioxydante des
échantillons, les bulbes sont conservés au réfrigérateur a 4 + 1°C, jusgu'a la perte
de aspect consommable du légume. Les différentes analyses ont été effectuées

périodiquement tous les trois jours.

V. Analyses statistiques

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. Pour la
comparaison des résultats, I’analyse de la variance, ANOVA (STATISTICA 5.5)
est utilisée et le degré de signification de données est pris a la probabilité P« 0,05.
Une analyse descriptive des résultats est réalisée a I'aide du logiciel Microsoft
Office Excel 2003, afin de déerminer les moyennes, les écartypes et les

coefficients de corréation.

28



Résultats et discussions

| . Dosage des antioxydants

|.1. L’ acide ascorbique

Les résultats du dosage de I'acide ascorbique dans les variétés de fenouil
montrent des différences significatives. La teneur la plus élevée est celle de la variété
Latina (7,7 mg/100g) alors que la plus faible est celle du doux de Florence
(4,9 mg/100g) (figure 22). Les variétés Rudy et e fenouil des champs ont des teneurs
de 5,1 et 6,1 mg/100g, respectivement.

Galgano et al. (2002) ont obtenu pour la variété Tardivo di Siracusa des
valeurs comprises entre 7,5 et 7,8 mg/100g. Koudela et Petiikova (2008) ont
enregistré pour les variétés Rudy, Zefa Fino et Precoce di Bologna, des teneurs allant
de 8,7 a 34,7 mg/100g ; les teneurs les plus élevés sont celle obtenues pour les
échantillons récoltés en automne. Souci et al. (1994) ont rapporté des valeurs de 60 a
120 mg/100g. Ces variations peuvent étre dues aux différences variétales, al’ origine
géographique et ala sensibilité de la méthode d' analyse utilisée.

Au bout du troisiéme jour de conservation a 4°C, la teneur en acide
ascorbique diminue de 11% (Rudy) a 28% (Latina). Cet acide tend a disparaitre
compléetement, au neuvieme jour, pour les variétés Latina et le fenouil des champs,
au deuxieme et quinziéme jour, pour les variétés doux de Florence et Rudy,

respectivement (figure 23).
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Figure 22 : Teneur en acide ascorbique des variétés de fenouil.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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La diminution de la teneur en acide ascorbique est observée durant la
conservation des fruits et 1égumes, comme |’ orange et |’ananas (Adisa, 1986), la
poire (Veltman et al., 2000) et I’ artichaut (Gil-1zquierdo et al., 2001).

Galgano et al. (2002) ont constaté une diminution de 75% dans la variété de
fenouil, Tardivo di Siracusa, stockée a 6 °C apres 32 jours. Favell (1998) a constaté
une diminution de 80% de la teneur en acide ascorbique dans les épinards conservés
a 4°C au bout de 7 jours de conservation; la teneur s annule aprés 14 jours.
Cependant, dans le brocoli, |a perte n’ est que de 20% apres 21 jours.

L’acide ascorbigue est un composé instable qui s oxyde facilement ; sa
dégradation dépend de plusieurs facteurs comme |’oxygene, la température, la
lumiere, le pH et I'humidité (Veltman et al., 2000 ; Burdurlu et al., 2006). La
concentration et I’activité des enzymes impliquées dans |’ oxydation de I'acide
ascorbique (ascorbate oxydase, polyphénol oxydase, cytochrome oxydase et pero-
xydase) augmentent dans un végétal expose a un stress chimique ou microbiolo-
gique, suite ala dégradation des parois cellulaires, mettant en contact I’ enzyme avec
son substrat (Hussein et al., 2000 ; Lee et Kader, 2000; Tudela et al., 2002).
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Figure 23 : Evolution de lateneur en acide ascorbique au cours de la conservation a
4°C.
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Au cours de la conservation du fenouil a 5°C, Escalona et al. (2006) ont
constaté une diminution de la teneur en acide oxalique, ce qui pourrait augmenter le
pH et entrainer la dégradation de |’ acide ascorbique. La variation dans la vitesse de
dégradation de |'acide ascorbique peut étre attribuée a la différence variétale
(Favell, 1998).

|.2. Lescaroténoides

L es teneurs en caroténoides des variétés de fenouil présentent des différences
significatives. Elles sont comprises entre 191 (Rudy) et 794 pg/100g (doux de
Florence) ; les variétés Latina et le fenouil des champs ont des teneurs de 513 et
567 ug/100g, respectivement (figure 24).

Selon Stahl et al. (2002), la teneur en caroténoides d’ un tissu végétal dépend
de la variété et des conditions de culture, notamment la lumiere, la température et
I” azote disponible.

L’ étude statistique indique une diminution significative de la teneur en
caroténoides au quinzieme jour de conservation a 4°C, des variétés doux de
Florence et fenouil des champs. Les deux autres variétés ont par contre, montré une

certaine stabilité (Latina) ou une augmentation (Rudy) (figure 25).
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Figure 24 : Teneur en caroténoides des variétés de fenouil.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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Plusieurs auteurs ont noté une diminution de la teneur en caroténoides au
cours de la conservation des fruits et |égumes. La carotte perd 30% de sa teneur en
caroténoides apres huit semaines de conservation a 1°C (Mayer-Miebach et Spiep,
2003). Néanmoins, une accumulation des caroténoides a été constatée pour Carica
papaya (papaye) conservé a 10°C pendant seize jours (Abou Aziz et al., 1975) et
Brassica oleracea var. alboglabra (brocoli chinois) conservé dix jours a 1°C
(Noichinda et al., 2007) . Cette accumulation a été expliquée par le fait que les
réactions de biosynthése se poursuivent apres la récolte. Les basses températures
réduisent les pertes en caroténoides, par inhibition de leur oxydation enzymatique
(Kopsell et Kopsell, 2006).

La teneur en caroténoides augmente au cours de la maturation des végétaux
mais diminue durant la sénescence (Kopsell et Kopsell, 2006). Aprés la récolte, les
tissus végétaux subissent une décoloration, suite a la dégradation de leurs pigments
(chlorophylles et caroténoides), ce processus physiologique se produit lors de la

perte de |’ intégrité des membranes cellulaires (Ferrante et Maggiore, 2007).

900 - - Latina —— Rudy
—<-Doux de Florence  — Fenouil des champs

o 750
o
o
—i
= 600 -
3 A
% 450 -
= 300 -
®
O L

150 -

0
0 3 6 9 12 15
Temps (jours)

Figure 25 : Evolution de lateneur de caroténoides des variétés de fenouil a4°C.
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|.3. Leschlorophylles

Selon Lanfer-Marquez et al. (2005), les chlorophylles et la phéophytine ont
un réle antioxydant par leur capacité a donner un atome d hydrogene ; la structure
porphyrine a un réle essentiel dans cette activité.

La variéte la plus riche en chlorophylles est le fenouil des champs avec une
teneur de 56,1 et 44,1 ug/100g de chlorophylles a et b ; la variété Rudy a la teneur
laplusfaible : 4,3ug/100g de chlorophylle a et 6,1 ug/100g de chlorophylle b (figure
26). Les variétés Latina et le doux de Florence présentent des valeurs de 10,8 et
1,6 ng/100g ; 25,84 et 19,51 ug/100g de chlorophylles a et b, respectivement.

Les teneurs en chlorophylles a et b diminuent au cours de la conservation du
fenouil a 4°C (figure 27). L’ étude statistique indique que cette diminution n’est pas
significative pour la chlorophylle a dans les variétés doux de Florence, Rudy et le

fenouil des champs, et pour la chlorophylle b dans la variété Rudy.
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Figure 26 : Teneur en chlorophylles a et b des variétés de fenouil.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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Figure 27: Evolution de lateneur en chlorophylles a (a) et b (b)
des variétés de fenouil conservéesa 4 °C.
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La dégradation de la chlorophylle a est constatée durant la conservation de
Carica papaya a 10°C pendant 16 jours (Abou Aziz et al., 1975) et de lalaitue a4°C
pendant 15 jours (Ferrante et Maggiore, 2007). Les enzymes impliquées dans la
dégradation des chlorophylles sont des chlorophyllases, des peroxydases, des Mg-
dechelatases et pheophorbidase localisées dans les chloroplastes et le cytosol, qui
seront mises en contact avec leurs substrats durant la senescence des légumes
(Causin et al., 2006). Les voies de dégradations des chlorophylles a et b sont
différentes ; la chlorophylle b se transforme d abord en chlorophylle a par la 7-
hydroxymethyl chlorophylle a réductase (Ren et al., 2007). La diminution de la
teneur en chlorophylle b durant la conservation du fenouil a 4°C, peut s expliquer
par sa transformation en chlorophylle a, entrainant une certaine stabilité de la teneur
en cette derniere.

Selon Calvo et Santa-Maria (2007), la présence de chlorophylle favorise la
dégradation des caroténoides ; la richesse en chlorophylles des variétés fenouil des
champs et doux de Florence et a entrainé une diminution significative de leurs

teneurs en caroténoides.

|.4. Lescomposés phénoliques

L es propriétés des composes phénoliques rendent impossible la mise au point
d'une méthode exhaustive pour leur extraction (Vercauteren et al., 1998). Les
conditions d’extraction (solvant, état du végétal et la température) influencent le
taux et la nature des composes phénoliques extraits a partir d’une plante (Naczk et
Shahidi, 2006).

Dans notre étude, le méthanol 40% et I'eau chaude (80°C) ont été choisis
comme solvants d extraction, pour leur capacité a extraire le maximum de
composes phénoliques.

Les teneurs en composés phénoliques des extraits agueux sont comprises
entre 31,5 (doux de Florence) et 80,7 mg/100g (Latina). L’ extraction au méthanol a
donné des concentrations allant de 24,6 (doux de Florence) a 77,8 mg/100g (L atina)
(figure 28).
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Figure 28 : Teneur en composes phénoliques des variétés de fenouil .

Lesrésultats qui portent des |ettres différentes sont significativement différents.

L’ étude statistique indique que les teneurs en composés phénoliques des
extraits aqueux et des extraits méthanoliques ne présentent pas de différence
significative (P<0,05).

Dans des études réalisees sur le fenouil apres séchage, Mata et al. (2007) ont
obtenu, dans les extraits agueux, une teneur en composés phénoliques de
6300 mg/100g ; I’ extraction au méthanol a permis d’ obtenir des concentrations de
700 (Yoo et al., 2008), 2518 (Pargjo et al., 2004) et 3030 mg/100g (Hinneburg et
al., 2006). Dans une étude effectuée par Wojdyto et al. (2007), les ombelliferes ont
donné des teneurs en composes phénoliques alant de 0,29 a 2,02 mg/100g de
matiere seche, suite a une extraction au méthanol 80%.

La teneur en composés phéenoliques d un végétal, dépend en grande partie
des conditions de culture, notamment I’irrigation et la composition du sol (Tomas-
Barberan et Espin, 2001). Les différences de teneurs en composés phénoliques des
échantillons de fenouil de notre étude seraient dues aux différences variétales et/ou
al’ origine géographique.

Au cours de la conservation, les teneurs en composés phénoliques tendent a

augmenter (figure 29).
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Figure 29: Evolution de lateneur en polyphénols dans les extraits agueux (a) et les
extraits méthanoliques (b) des variétés de fenouil conservéesa 4 °C.
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Au bout de quinze jours de conservation, les teneurs augmentent de 9%
(fenouil des champs) a 85% (doux de Florence) dans les extraits aqueux et de 34%

(fenouil des champs) a 162% (doux de Florence) dans les extraits méthanoliques.

|.5. Lesflavonoides
La teneur en flavonoides des échantillons de fenouil varie de 10,8
(doux de Florence) a 27,2 mg/100 g (Latina) dans les extraits agueux, et de 6,7 (doux
de Florence) a 25,8 mg /100 g (Latinad) dans les extraits méthanoliques (figure 30).
L’ étude statistique indique que les teneurs en flavonoides des extraits agueux et des
extraits méthanoliques sont significativement différentes, les extraits agueux étant
plus riches.
Selon Harborne et Saleh (1971) et Soliman et al. (2002), le fenouil est riche
en flavonoides glycosylés comme le kaempferol-3-O-glucuronide, la quercétine-3-
O-glucuronide, la quercétine-3-arabinoside. La richesse des extraits aqueux est

probablement due a la nature hydrosoluble de ces flavonoides (Britton, 1983).
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Figure 30: Teneur en flavonoides des variétés de fenouil.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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Dans un extrait méthanolique (70%), Y 0o et al. (2008) ont obtenu une teneur
en flavonoides de 328 mg/100g de fenouil séché.

La composition en flavonoides d' une plante dépend de la température, de son
exposition ala lumiére, des dommages qu’ elle a subit et des quantités de phosphore
et d’ azote disponibles (Dixon et Paiva, 1995).

La teneur en flavonoides des échantillons analysés augmente au cours de la
conservation a 4°C (figure 31) ; dans les extraits aqueux, le doux de Florence montre
le pourcentage d’ augmentation le plus éleve (81%) et le fenouil des champs le plus
faible (9%) au bout de 15 jours de conservation. Dans les extraits méthanoliques, le
doux de Florence présente aussi le pourcentage le plus élevé (219%) ; et pour la
variété Latina elle n’ est que de 33%.

La teneur maximale en flavonoides est observée pour |’ extrait méthanolique
de lavariété Latina apres 15 jours de conservation (34,4 mg/100q) ; I’ extrait métha-
nolique de lavariété Rudy présente lateneur minimale (17,1 mg/100g).

L augmentation de la teneur en composés phénoliques au cours de la
conservation a été rapportée dans plusieurs études (Alasalvar et al., 2005; Toor et
Savage, 2006 ; Padda et Picha, 2007). Choi et al. (2005) ont remargué que la laitue,
se défend contre le stress en synthétisant des composes phénoliques qui protegent
les plantes blessées conter les dommages causes par |es micro-organismes phytopa-
thogenes, et s accumulent en tant que phytoalexines (Levin, 1976 ; Weisshaar et
Jenkins, 1998 ; Harborne et Williams, 2000).

Selon Rhodes et Wooltorton (1978), les végétaux subissent durant leur
conservation, un stress qui entraine des dérégulations métaboliques suite a I’ accu-
mulation d'intermeédiaires toxiques dans la cellule végétale. Ce stress se traduit par
I'apparition de surfaces de brunissement enzymatique (Lattanzio et al., 1994 ;
Aquino-Bolarfios et al., 2004 ), qui est associée a une augmentation de la teneur et
de I'activité de la phénylaanine ammonialyase (premiére enzyme impliquée dans la
synthese des phényl propanocides) et del’hydroxycinnamoyl quinate transferase
(Jaakola, 2003 ; Montanari et al., 2008).
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Figure 31: Evolution de lateneur en flavonoides dans les extraits aqueux (@) et les
extraits méthanoliques (b) des variétés de fenouil conservées a4 °C.
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Aprés la reécolte, les parois cellulaires se ramollissent suite a I’action
d enzymes endogenes, ce qui entraine une éévation du taux d’extraction de
composes phénoliques (Mudz-Delgado, 1978 ; Zee et al., 1991).

L augmentation des teneurs en polyphénols et en flavonoides des quatre
variétés de fenouil pourrait étre due a une synthése de novo, a |’ augmentation du
taux d extraction suite au ramollissement des parois cellulaires ou a I’ apparition de

nouveaux groupements OH qui réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

I1. Mesure activité anti-oxydante

[1.1. Activité antiradicalaire

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre largement
utilisé pour évaluer I’ activité antioxydante. La méthode est basée sur la capacité des
COMPOSES a agir en tant que pieégeurs de radical en donnant un atome d’ hydrogéne
(Conforti et al., 2006).

Dans notre étude, tous les extraits (200ug/ml) piégent ce radical, mais avec
des pourcentages différents (figure 32).
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Figure 32 : Activité antiradicalaire des variétés de fenouil .

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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La meilleure activité antiradicalaire est celle de la variété Latina, avec 49%
dans I’ extrait aqueux et 52% dans I’ extrait méthanolique. Le doux de Florence a
montré la plus faible activité dans I’ extrait aqueux (6%) et Rudy (2%) dans I’ extrait
méthanolique. La variation dans |’ activité antiradicalaire est due ala quantité et /ou
a la nature des substances antioxydantes présentes dans les extraits des différentes
variétés.

Les concentrations obtenues pour une inhibition de 50% du radica DPPH
sont de 31 pug/ml pour un extrait agueux et 48ug/ml pour un extrait éthanolique
(Conforti et al., 2006) et 12 pg/ml pour un extrait aqueux (Mata et al., 2007).

L’ étude de Yoo et al. (2008) a montré que le fenouil a une activité antiradi-
calaire de 70% pour une concentration de 100 pg/ml. La variation de I’ activité
antioxydante de nos extraits et de ceux des ces auteurs est due a la différence dans
les méthodes d’ extraction, le solvant utilisé, de la méthode de mesure de cette
activité et I’ origine géographique.

Au cours de la conservation a 4°C, I’ activité antiradicalaire de nos extraits
augmente (figure 33). Apres 15 jours de conservation, la variété Latina a montré
une activité de 70% dans I’ extrait aqueux et 85% dans I’ extrait méthanolique. Les
plus faibles activités sont celles du doux de Florence dans I’ extrait aqueux (19 %) et

de Rudy (7 %) dans |’ extrait méthanolique.

I1.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité qu’a un extrait a donner un éectron et a
réduire le fer. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’ un composé
comme indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Tepe et al., 2005;
Bourgou et al., 2008).

La figure 34 montre que le meilleur pouvoir réducteur est celui de la variété
Latina, avec des absorbances respectives de 0,6 et 0,4 dans les extraits agueux et
méthanolique pour une concentration de 2 mg/ml; le plus faible pouvoir réducteur
est celui de la variété Rudy dans les extraits aqueux et méthanolique et du doux de

Florence dans |’ extrait aqueux (0,1).
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Figure 33 : Evolution de I'activité antiradicalaire des extraits aqueux (a) et des
extraits méthanoliques (b) des variétés de fenouil conservées a4°C.
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Les études menées par Gulcin et al. (2003) et Tepe et al. (2005) indiquent
que le solvant d extraction a une influence sur I’ activité antioxydante des extraits.
Pour |’ activité antiradicalaire, les extraits agueux et les extraits méthanoliques de
fenouil ont montré une différence significative qui n’'est pas le cas pour le pouvoir
réducteur.

La glycosylation des flavonoides réduit leur activité anti-oxydante (Rice-
Evans et al., 1996). Selon Cal et al. (2004), il existe une relation entre le pouvoir
anti-oxydant et la structure des composés phénoliques (nombre et position des
groupements hydroxyles sur le noyau aromatique de la molécule, glycosylation et
présence d'autres groupements donneurs de protons). En effet, les flavanols
aglycones comme la quercétine, la myricétine et le kaempferol qui contiennent
plusieurs groupements hydroxyles ont une activité antioxydante supérieure a celle

de leurs dérivés glycosylés comme larutine, lamyricitrine et | astragaline.
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Figure 34: Pouvoir réducteur des variétés de fenouil .

Lesrésultats qui portent des |ettres différentes sont significativement différents.



Résultats et discussions

Le pouvoir réducteur augmente au cours de la conservation a 4°C (figure 35).
Apres 15 jours, le maximum a été enregistré dans I’extrait aqueux de la variété
Latina (0,90) ; I’ extrait méthanolique de la variété Rudy a le minimum d’ absorbance
(0,20).

Durant la conservation des légumes, les parois cellulaires perdent leur
intégrité ce qui entraine un brunissement, suite a I’oxydation des composés
phénoliques (Lattanzio et al., 1994). Selon Pinelo et ses collaborateurs (2004), cette
oxydation s accompagne de I'apparition de composés phénoliques hautement
polymérisés qui ont une activité anti-oxydante supérieure a celle des composés
phénoliques non oxydés. Durant |’oxydation des composés phénoliques, il y a
formation de quinones douées d’'une forte activité antiradicalaire (Shadyro et al.,
2007).

Chung et ses collaborateurs (2006) ont rapporté que I’ activité antioxydante
d extraits de plantes peut étre attribuée a la présence de composés ayant des
groupements hydroxyles, a la structure moléculaire du compose et a la stabilisation
du radical formé suite & un don d hydrogene. L’augmentation de I’ activité anti-
oxydante, au cours de la conservation d’'un végétal, est généralement attribuée a sa
teneur en polyphénols (Shivashankara et al., 2004).

Les composés phénoliques et les flavonoides semblent contribuer d’'une
facon importante a I’ activité anti-oxydante (pouvoir réducteur et activité antiradi-
calaire) des extraits de fenouil. Les coefficients de corrélation entre cette classe de
composes et le pouvoir réducteur sont significatifs (figures 36 a 39). La variété
Latina ayant la teneur la plus élevée en polyphénols et en flavonoides présente la
meilleure activité antioxydante. La faible teneur en polyphénols et de flavonoides
dans les variétés doux de Florence et Rudy, sest traduite par des activités anti-

oxydantes faibles.
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Figure 35: Evolution du pouvoir réducteur des extraits aqueux (a) et des extraits

méthanoliques (b) des variétés de fenouil conservées a4°C.

46



Résultats et discussions

Pouvoir réducteur (700nm)

=
|

0,8

0,6 -

04 -

0,2

r=0,86

20 40 60 80 100 120
Phénols totaux (mg/100g)

Pouvoir réducteur (700nm)

08 -
06 -
04

0,2 -

*Db
r=088

0 20 40 60 80 100 120

Phénols totaux (mg/100g)

Figure 36: Corrélation entre lateneur en composes phénoligues et |e pouvoir
réducteur des extraits aqueux (a) et des extraits méthanoliques (b).

Activite antiradicalaire (%

=

o

o
|

(0]
o
!

(o))
o
!

N
o
!

N
o
!

o

r=0,90

0 20 40 60 80 100 120
Phénol s totaux (mg/100g)

\
1

Activité antiradicalaire(%

100 -

80

60 -

40 -

20

0

r=0,81

<
e
I

*

0O 20 40 60 80 100 120

Phénol s totaux (mg/100q)

Figure 37: Corrélation entre lateneur en composés phénoliques et I activité
antiradicalaire des extraits agueux (@) et des extraits méthanoliques (b).

47



Résultats et discussions

£ 17 r=084 , @ 1. b
S o3| = r=0,89 *
S E o8-
5 06 S
> O
g = 06 -
s 04 o
X g 04
= 02 - :8
S S 02 -
0 10 20 30 40 @ | | | |

0 10 20 30 40

Flavonoides (mg/100g) Flavonoides (mg/100g)

Figure 38: Corréation entre lateneur en flavonoides et |e pouvoir réducteur.
des extraits agueux (a) et des extraits méthanoliques (b).

a
.=« 100 -
%i; r=0,88 & 100 1 r=0,81 b
5 80 . ©  go- *
3 L
'-g 60 B % 60 |
£ 40 £ 40 -
0 S
S 20 - 2 20
3] =
< 0 ‘ 2 0 ‘
0 40 0 40
Flavonoides (mg/100g) Flavonoides (mg/100g)

Figure 39: Corrélation entre lateneur en flavonoides et |” activité antiradicalaire

des extraits aqueux (a) et des extraits méthanoliques (b)

48



Résultats et discussions

Il est difficile d'expliquer la relation existant entre les antioxydants et
I’ activité anti-oxydante d’ un végétal en se basant sur la seule analyse quantitative,
du fait gqu'il existe une relation non seulement avec le taux d'antioxydants mais

aussi de I'interaction entre eux et avec d’ autres constituants (Yoo et al., 2008).

Kéhkonen et al. (1999) n’ont constaté aucune corrélation entre la teneur en
polyphénols et |’ activité antioxydante des plantes. Selon ces auteurs, la teneur en
polyphénols ne prédit pas I’ activité antioxydante du fait que différents composés
phénoliques répondent différemment au dosage par la méthode de Folin-Ciocalteu,
et que I’ activité antioxydante d’ un composeé phénolique dépend de sa structure.

Nos résultats concordent avec ceux d éudes menées sur plusieurs fruits et
légumes (Karadeniiz et al., 2005 ; Verzelloni et al., 2007 ; Malencic et al., 2008),
montrant |’ existence d’ une corrélation linéaire positive entre |’ activité anti-oxydante

et lateneur en polyphénols.

Les caroténoides, I’ acide ascorbique et les chlorophylles ne montrent aucun
effet sur I activité antioxydante des extraits aqueux et méthanoliques ; ceci est dd au
fait que les solvants utilisés ne permettent pas leur extraction ou a leur dégradation

durant |’ analyse.

Les deux méthodes de mesure de I’ activité antioxydante montrent de bonnes
corrélations positives (figure 40). Les coefficients de corrélations obtenus entre le
pouvoir réducteur et I’ activité antiradicalaire sont de 0,98 et 0,90 pour les extraits

aqueux et les extraits méthanoliques, respectivement.
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Conclusion

Conclusion

A coté des usages du fenouil en médecine traditionnelle, en particulier pour les
nombreuses vertus de son huile essentielle, il est largement consommé en tant que
légume par les populations méditerranéennes ; sa production durant une longue période
deI’année, lui accorde un intérét particulier dans notre régime alimentaire.

Notre étude a été consacrée a une comparaison de la teneur en antioxydants dont
I” acide ascorbique, |es caroténoides, les chlorophylles, les polyphénols et les flavonaoides,
et de I'activité anti-oxydante de quatre variétés de fenouil. L’évolution de ces
constituants et de I’activité anti-oxydante au cours de la conservation a 4 °C a été
également éval uée.

Le dosage de I'acide ascorbique révéle la richesse, de la variété Latina avec
7,7 mg/100g. La conservation a 4 °C a un effet négatif sur la teneur en acide ascorbique,
dont la teneur diminue progressivement jusgu’ a la disparition aprés 9 jours pour Latina et
15 jours pour Rudy.

Pour les caroténoides, le doux de Florence est la variété la plus riche avec
794 ug/100g. La conservation a 4°C entraine une augmentation de la teneur en
caroténoides de Rudy, tandis gue les autres variétés ont des teneurs stables ou réduites.

Pour les chlorophylles a et b, le fenouil des champs est la variété la plus riche avec
des teneurs respectives de 56 et 44 ug/100g. La conservation n’a aucun effet sur la teneur
en chlorophylle a aors que lateneur en chlorophylle b diminue.

Les résultats de la présente étude révelent la richesse de la variété Latina en
substances antioxydantes, avec 81 mg/100g de composés phénoliques et 27 mg/100g de
flavonoides dans I’extrait agueux. Les teneurs en polyphénols et en flavonoides
augmentent au cours de la conservation a 4°C ; au bout de quinze jours, les teneurs en
composes phénoliques totaux augmentent de 9 % (extrait aqueux du fenouil des champs) a
162 % (extrait méthanolique du doux de Florence).

La mesure de I'activité antiradicalaire et du pouvoir réducteur revéle que la
meilleure activité antioxydante est celle de la variété Latina. Cette activité augmente au

cours de la conservation a4°C pour les quatre variétés de fenouil étudiées.
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Conclusion

La varieté Latina, la plus riche en composés antioxydants (acide ascorbique,
polyphénols et flavonoides) se caractérise par la meilleure activité antioxydante.

Des corréations significatives, comprises entre 0,90 et 0,81 ont été établies entre
la teneur en polyphénols et en flavonoides avec I’ activité anti-radicalaire et le pouvoir
réducteur des extraits aqueux et méthanoliques des variétés de fenouil.

Les résultats de la présente étude méritent d’ étre affinés, il serait intéressent :

-d’augmenter le nombre de variétés & analyser.

-d' étudier d'autres parametres de conservation (emballage |'atmosphere de
stockage,...).

- d’éargir I’ échantillonnage pour déterminé I’ effet de I’ origine giographique.

Et d’identifier les principes actifs responsables de |’ activité anti-oxydante.
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Figure 1: Courbe d’ éalonnage pour le dosage de |’ acide ascorbique.
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Figure 2 : Courbe d’ é&aonnage pour le dosage des caroténoides.
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Figure 3: Courbe d’ éaonnage pour le dosage des composés phénoliques,
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Figure 3: Courbe d étalonnage des flavonoide.



