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Résumé

Résumé
Depuis longtemps, le fenugrec est utilisee comme épice et en médecine

traditionnelle en Algérie. L objectif principal de cette étude est d’évaluer I’efft de trois
extraits (aqueux, méthanolique, chlorformique) des graines de trigonella foenum-
greacumL.et d’etudier leur effet antioxydant par la méthode du radical DPPH (2, 2
diphényl-1-picrylhydrazyl).

Le test photochimique montre que le fenugrec contient plusieurs familles chimiques
telles que les polyphénols, tanins, alcaloides, flavonoides, saponines, glucosides
cardiaques...etc. L'estimation quantitative montre que la teneur en polyphenoles et en
flavonoides différe d’un extrait a I'autre selon la nature du solvant. Selon les valeurs
obtenus (EAq : 0, 328 +0, 0052 , EMé : 0, 2568 +0, 0087, ECh :0, 1139 +0, 00024) mg
EQ/g d’extrait sec pour les polyphenoles et (EAQ:0,00291+0,000075,
EMé :0,00119+0,000029, ECh: 0,00059+0,00013) mg EQ/g d’extrait sec pour les
flavonoides, l'extrait aqueux demeur le plus riche en ces composes par rapport au deux
autres extraits.D'autre part, le test DPPH montre que I'extrait aqueux possede le pouvoir
antioxydant le plus elevé avec un pourcentage d’inhibition egal a (26, 20+0, 24) %. Apartir
de ces resultats on peut comfirmer la relation étroite entre la teneur en ces composeés et

I’effet antioxydant de ces extrait.

Mots clés : activité antioxydante, Polyphénols, flavonoides, Trigonella foenum-greacum L.



Abstract

Abstract

For a long time, fenugreek has been used as a spice and in traditional medicine in
Algeria. The main objective of this study is to evaluate the effect of three extracts
(aqueous, methanolic, chlorformic) of the seeds of Trigonella foenum-greacumL. and to
study their antioxidant effect by the method of the radical DPPH (2, 2 diphenyl -1-
picrylhydrazyl).

The photochemical test shows that fenugreek contains several chemical
families such as polyphenols, tannins, alkaloids, flavonoids, saponins, cardiac glycosides,
etc. The quantitative estimate shows that the content of polyphenols and flavonoids differs
from one extract to another other depending on the nature of the solvent. According to the
values obtained (EAq: 0.328 +0.0052, ME: 0.2568 +0.0087, ECh: 0.1139 +0.00024) mg
EQ/g of dry extract for polyphenols and (EAq: 0,00291+0.000075,
EMEé:0.00119+0.000029, ECh: 0.00059+0.00013) mg EQ/g of dry extract for flavonoids,
the aqueous extract remaining the richest in these compounds by compared to the other two
extracts. On the other hand, the DPPH test shows that the aqueous extract has the highest
antioxidant power with a percentage of inhibition equal to (26.20£0.24)%. From these
results we can confirm the close relationship between the content of these compounds and

the antioxidant effect of these extracts.

Keywords: antioxidant activity, polyphenols, flavonoids, Trigonella foenum-greacum L.
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Introduction générale

Depuis toujours, les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a
leur richesse en métabolites secondaires. Elles ont été utilisées comme 1’élément essentiel
de la médecine traditionnelle servant les gens partout dans le monde depuis des milliers
d’années . Dans les derni¢res décennies il y a eu un intérét croissant pour 1'étude des
plantes médicinales et leur utilisation traditionnelle dans différentes régions du
monde .(Janati , 2015).

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides .(Krief , 2003).0n
peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceuxci, les
composes phénoliques, les terpenes et stéroides et les composés azotés dont lesalcaloides.
Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qu ipossédent une
trés large gamme d'activités en biologie humaine.

La phytothérapie par les plantes riches en polyphénols et principalement en
flavonoides a connu un grand regain. Les plantes a flavonoides ont d’ailleurs montré
qu’elles avaient des propriétés biologiques trés importantes et tres vastes. (Kidik et
al ., 2015).

Les antioxydants naturellement sont présents dans presque toutes les plantes, tous
lesmicro-organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le
plusimportant d’antioxydants naturels comprend la vitamine E (tocophérol), les
flavonoides, polyphénols, anthocyanosides, OPC (oligoméres procyanidoliques),
caroténoides etautres composés végétaux.(Hajjaj, 2017).

La résistance aux agents antimicrobiens est actuellement reconnue comme un
probléememondial majeur de la santé publique. Les extraits des plantes doués d’effet
antimicrobien ontété considérés comme une source de nouveaux agents antimicrobiens
pour I’avenir. Lescomposés phénoliques sont connus pour avoir une activité contre un
grand nombre de microorganismes. (Athamena, 2020).

Le Fenugrec est connu comme étant une plante médicinale ayant des propriétés
thérapeutiques multiples liées a sa richesse en caroténoides, en polyphénols, les acides
gras, les protéines avecdes acides amines essentiels, fer, ascorbate et folate). En raison de
ses intéréts thérapeutiques cette plante asuscitée I’attention des chercheurs. En Algérie, le

fenugrec est utilisé traditionnellement comme plante
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médicinale et condimentaire. Il est cultivé de fagon marginale depuis le littoral,les
hautes plaines, les Oasis jusqu’au Hoggar. (Rouibi et al., 2018) .

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer les métabolites secondaires des
differents extraits des grains de fenugrec. et d’etudier leur effet sur quelques paramétre
biochimique comme le test antioxydant par la méthode du radical DPPH (2, 2 diphényl-1-

picrylhydrazyl).
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Chapitre 1 :Présentation de la fenugrec

1. Présentation de la fenugrec

Le fenugrec (nom scientifique : Trigonella Foenum-groecum L.) est une
légumineuse annuelle largement reconnue dans le monde pour ses propriétés
médicinales.(Moradikore et al ., 2013).

Elle a une saveur et un arome forts. Ses feuilles et ses graines sont largement
consommeées dans le sous-continent indo-pakistanais et dans d'autres pays de I'Est comme
épice dans la préparation des aliments et comme ingrédient dans la médecine
traditionnelle. Le fenugrec a un large éventail dutilisations dans les temps anciens.
Médicalement, il est utilisé pour traiter les plaies, les abces, I'arthrite, la bronchite, les
ulceres et les problemes digestifs. Les praticiens de la médecine traditionnelle chinoise
l'utilisent pour traiter les problemes rénaux et les affections qui affectent le systéeme
reproducteur masculin. Il était et est un aliment et une épice courants dans de nombreuses

régions du monde.(SnehlataHelambe et Dande, 2011).

1.1. Etymologie :

Le fenugrec, scientifiguement connu sous le nom de Trigonella Foenum-groecum
L, appartient au genre botanique Trigonella gi vient du latin « trigonum » signifiant
trigone/triangle, se réferant probablement a la forme triangulaire des fleurs. Le nom latin
de I’espéce foenum-graecum signifie « foin grec », en référence au parfum intense de la

plante séchée du fenugrec. (Oueslati et Ghédira, 2015) .

1.2. Taxonomie de la plante :
Nom latin: Trigonella
Nom frangais: Fenugrec

Nom arabe: Halba
1.3. Classification : (Mehani et Segni, 2012)

Riegne: Plantae

Sous regne: Tracheobionta
Classe: Magnoliopsida
Ordre: Fabales

Famille: fabaceae

Genre: Trigonella

Espéce: Trigonella focnum graecum L



Chapitre 1 :Présentation de la fenugrec

1.4. Distribution :

Le fenugrec a été connu et utilisé a différentes fins dans les temps anciens, en
particulier dans la région méditerranéenne, en Chine, en Inde et en Indonésie. Cependant,
l'origine exacte de cette plante a été difficile a cerner. Certains auteurs pensent qu'il est
originaire de la région méditerranéenne, d'autres suggerent qu'il est originaire d'Asie. Il est
largement répandu dans le monde, notamment dans les pays d'Afrique du Nord (Tunisie,
Algérie, Maroc et Egypte), ainsi qu'en Asie du Sud-Ouest, en Inde, au Pakistan, en Chine
et au Japon. (Oueslati et Ghédira, 2015).

1.5. Description botanique :

Le fenugrec est une plante herbacée, annuelle, poilue ou nue, selon les variétés,
pouvant atteindre 50 cm de haut. Il a une racine principale bien développée et une tige
droite, ramifiée, cylindrique, légérement poilue, souvent de couleur rose. Les feuilles sont
alternes, longues pétioles a 2 stipules, composées de 3 folioles ovales et dentelées.

L'inflorescence porte des fleurs axillaires, regroupées par paires, rarement isolées.
La fleur de fenugrec est sessile, dite en forme de papillon, assez grande, de couleur jaune
clair a violet clair, constituée d'un calice a cinqg tépales indivis, d'une couronne a cing
pétales triangulaires libres (d'ou le nom de trigonelle) et de dix étamines, et d'une ovaire
pluriovulé. Le fruit est une gousse allongée, arquée, atteignant 20 cm de long et contenant
de nombreuses graines (10 a 20), tres dures, aplaties, de 3 a 5 mm de long et 2 a 3 mm de
large, de couleur brun clair a brun rougeatre, marquée par un sillon qui sépare les deux
parties inégales. (Bakli, 2020)(Figure 1).

Figure 1 : Image de lafenugrec (Trigonella focnum graecumL). (Raymond,2016).
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1.6. Partie utilisée :

La portion utilisée est essentiellement constituée de graines qui ont une importance
thérapeutique. Les gousses (fruits) sont récoltées a l'automne, mises a sécher, puis battues
pour que les graines sortent.(Bakli, 2020).

Les graines(figure2) sont trés dures, en forme de losange. (Oueslati et Ghédira,
2015)(Figure2).

1.7. Composition chimique des graines de fenugrec :

Les graines de fenugrec se caractérisent par la présence de plusieurs composants
chimiques. Nous les regroupons en métabolites primaires (nécessaires a la nutrition des
plantes) tels que les glucides, les lipides, les protéines, les fibres, les minéraux, les
vitamines et en métabolites secondaires (necessaires a la défense contre les agressions) tels

que les polyphénols, les flavonoides, les saponines, I'acide phytique. (Omri, 2018).

Figure2 :Graines de fenugrec(Trigonella focnum graecum L). (Raymond,2016)
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2. Les metabolites secondaires :

La croissance et le développement des plantes sont associés a la production de
metabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires sont directement
impliqués dans les processus de developpement cellulaire, les fonctions de base et la
reproduction. Chimiquement, ce groupe de métabolites primaires est constitué de
glucides, d'acides aminés, de protéines, de nucléotides, etc., qui sont des composés
produits par la photosynthése. Les métabolites secondaires ne sont pas produits
directement lors de la photosynthese, mais sont produits par des réactions chimiques
ultérieures. lls ne sont pas directement impliqués dans les processus vitaux de la
cellule, mais assurent tout de méme des fonctions écologiques importantes, souvent
liées a leur localisation dans la plante. lls jouent différents réles : phéromones,
signaux chimiques permettant aux plantes de sadapter aux changements
environnementaux, moyens de défense contre les herbivores, les pathogenes
(phytoalexines) ou les concurrents. D'autres métabolites secondaires protégent les
plantes du rayonnement solaire. Trois grandes familles des métabolites secondaires
existent chez les végétaux : les alcaloides, les terpénoides et les polyphénols.(Jaber,
2017).

2.1. Les polypheénols :

Les polyphénols sont des micronutriments végetaux abondants dans notre
alimentation. Ces composés sont connus pour leur forte bioactivité, qui se traduit par
un large éventail de propriétés biologiques au niveau de I'organisme, potentiellement
intéressantes contribuant aux effets bénéfiques pour la santé des produits végétaux.
Selon leur structure chimique, les polyphénols sont divisés en différentes classes :
phénoliques acides, flavonoides, lignanes, stilbenes et curcuminoides. Les acides
phénoliques(figure3) (café, céréales) et les flavonoides sont de loin les plus abondants

et abondants dans notre alimentation. (Morand et Milenkovic, 2014).
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Composés phénoliques

Polyphénols Compasés phénoliques
simples
|
|
Tannins Flavonoides Acides phénoliques coumarines
I
| |
Acides hydroxy Acides hydroxy
benzoiques cinnamiques

Figure3 :Classification simplifiee des composés phénoliques.(Laguna, 2019).

2.1.1. Les acides phénoliques :
Il existe deux grandes classes d'acides phénoliques , les dérivés de l'acide benzoique
et les derives de I'acide cinnamique. (Nsemi, 2010).
» Acide hydroxybenzoique : (acide gallique, acide salicylique, acide
vanillique, etc.) est constitué d'un squelette a sept carbones (C6-C1, Figure 4-
A), dérivé de l'acide benzoique. Ces acides appartiennent a la forme la plus
simple des phénols et se trouvent couramment dans les gymnospermes et les
angiospermes. L'acide gallique, principal acide hydroxybenzoique du raisin,
existe sous forme libre et sous forme de glucosides en alternative aux flavanes
3-ols. (Khater, 2011).
» Acide hydroxycinnamique : Dérivé de l'acide cinnamique avec un squelette
carboné de type C6-C3. lls existent principalement sous la forme trans, mais

aussi sous l'isomere cis.(Khater , 2011)(Figure 4-B).

OH
—— ., L}
oy e Nty
{‘; P <
.~ o
A B

Figure 4 : structure chimique d’Acide hydroxybenzoique(A) et Acide
hydroxycinnamique(B).(Sarni-Manchado et Cheynier,2006).
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2.1.2. Flavonoides :

Les flavonoides sont la sous-classe de composés phénoliques la plus courante
dans le régne végétal. Chimiquement, ils sont constitués de deux cycles aromatiques
(A et B) liés par un hétérocycle de type pyrane (C), comme le montre la figure
8.(Laguna, 2019).

Les flavonoides sont classés selon plusieurs criteres : la présence ou I'absence
d'une double liaison en position 2, et la présence ou l'absence d'un groupement
hydroxyle en position 3. Les groupes hydroxyle (mais aussi les groupes méthoxy)
sont généralement situés aux positions 2, 3', 4' et 5' et 5 et 7. Les isoflavones
proviennent de la translocation du noyau aromatique (du carbone C2 au carbone C3),
les flavonoides et les flavonols proviennent de l'oxydation des flavanones et des
dihydroflavonols, respectivement (formant une double liaison sur le cycle C). Cette
énorme diversité de structures fait des flavonoides I'une des familles les plus étendues
de substances naturelles connues. En fait, des techniques analytiques récentes ont
identifié plus de 8 000 flavonoides. L'interét croissant pour les substances bioactives
naturelles a conduit a intensifier les recherches sur les flavonoides, et nul doute que de

nouveaux composes de cette famille seront identifiés. (Fiorucci,2006).

OH

HO

O

OH

OH
OH

Figure 5: Structure de base des flavonoides.(fons et al., 2015)
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2.1.3. Tanins:

Ce sont des groupes complexes hétérogénes de polyméres naturels de haut
poids moléculaire. lls ont la capacité de former des complexes réversibles et
irréversibles avec des protéines majeures, des polysaccharides, des alcaloides, des
acides nucléiques et des minéraux. lls sont divisés en deux catégories selon leur
nature chimique et leur structure les tanins hydrolysables et condensés (catéchines ou
procyanidines).(Bakli, 2020).

Les tanins ont des propriétés tannantes. Cette propriété bronzante provient de
la liaison entre les molécules de tanin et les fibres de collagéne.(Hajjaj, 2017)(Figure
6).

Figure 6 :Structure chimique des tanins (a) hydrolysables (b) condensés. (Byard,
2019)
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2.1.4. Coumarines :

La coumarine a d'abord été isolée de la féve tonka (Coumarouna odorata), ce
qui lui confere son odeur caractéristique de foin. Différents types de coumarines se
retrouvent dans de nombreuses especes végétales et ont des propriétés trés diverses.
IIs empéchent la peroxydation des lipides membranaires et piegent les radicaux
hydroxyles, superoxydes et peroxy.(Hajjaj, 2017).

La coumarine est caractérisée par I'hétérocycle oxygéné 2H-chromene-2-one
(1,2-benzopyrone ou 2H-1-benzopyran-2-one), qui a eté largement utilisé en raison de
son squelette présent dans de nombreux agents bioactifs Recherche. La coumarine et
certains de ses dérives sont devenus des médicaments, comme les anticoagulants.

La warfarine, I'acénocoumarine et la phenprocoumarine, qui agissent toutes
comme des antagonistes de la vitamine K, larmillarisine A cholérétique et
I'nymécromone (umbelliférone), et l'antibiotique novobiocine, qui est un inhibiteur
efficace de I'ADN gyrase bactérienne (GyrB). (Stefanachi,2018)(Figure 9).

5 4
~ 3
2
[ O O
1
1

figure7 :structure chimique de coumarine (Stefanachi, 2018)
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2.2. Les terpenes :

Les terpenes sont la plus grande classe de produits naturels, contenant environ
30 000 composeés. Les terpénes sont composés d'une ou plusieurs unités de 5 atomes
de carbone avec un squelette 2-méthylbutane, généralement représenté par des unités
isoprene (C5H8)n (figure8). Selon le nombre d'unités isoprénes, on distingue : les
hémiterpenes C5, les monoterpenes C10, les sesquiterpenes C15, les diterpénes C20,
les diterpenes C25, les triterpénes C30, les tétraterpenes C40 et les polyterpénes C5n.
Dans la nature, les terpénes peuvent présenter diverses fonctions chimiques : alcools,

oxydes, aldéhydes, cétones, acides carboxyliques et esters.(Bouzabata, 2015).

CHy

CH
H,C .

Figure 8 : structure chimique disopréne. (Hordyjewska, 2018)

2.3. les alcaloides :

Il n'existe pas de deéfinition simple et préecise des alcaloideset il est parfois
difficile de définir les frontiéres entre les alcaloides et les autres métabolites azotés
d'origine naturelle. Les alcaloides sont généralement divisés en trois types : les vrais
alcaloides, les pseudo-alcaloides et les protoalcaloides. Actuellement, les alcaloides
ont également de nombreuses applications dans la médecine moderne en raison de
leurs propriétés pharmacologiques. Ainsi, certaines substances peuvent étre
antalgiques (morphine), antipaludiques (quinine), anticancéreux (vinblastine,
vincristine) , tandis que d'autres s'averent toxiques (stryc 1X, nicotine). Les alcaloides
agissent également comme des antibiotiques, comme la leucovorine et la

squalamine.(Jaber,2017)(Figure 9).
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Figure 9 : structure chimique des quelques famille des alcaloides.(Hesse, 2002)
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Chapitre 3 : Effet thérapeutique de la fenugrec

3. Effet therapeutique de la fenugrec :

les graines de fenugrec, a I'état dormant ou germé, ont été largement étudiées pour
leurs activités thérapeutiques telles qu'antidiabétiques, antioxydantes,
hypocholestérolémiantes. (Oufquir, 2020).

Outre ses propriétés régénérantes, les graines de fenugrec sont utilisées dans les
troubles digestifs et intestinaux comme activateur digestif en raison de leurs propriétés
laxatives et carminatives. Elles favorisent aussi la lactation.(Rouibi et al., 2018).

3.1. Effet orexigéne et fortifiant :

Par différents mécanismes, les graines de fenugrec stimulent 1’appétit. Elles possédent une
action fortifiante car elles peuvent favoriser la prise de poids chez les personnes
convalescentes, dénutries ou anorexiques. (Small et Deutsch, 2001).

3.2. Effet antidiabétique de fenugrec :

Le fenugrec est une plante aux nombreux bienfaits pour I’organisme. Son action sur la
glycémie est trés intéressante pour combattre et soigner le diabete. En effet, il améliore la
tolérance au glucose. De nombreuses études serieuses indiquent que le fenugrec peut réduire
la glycémie de maniere efficace chez les diabétiques. Le fenugrec peut étre consomme en
poudre ou en graines dans 1’alimentation quotidienne mais pour exercer un réel effet sur la
glycémie, il est conseillé de le consommer sous forme d’extrait en gélules. Une étude a obtenu
de treés bons résultats concernant le constrdle glycémique et la résistance a I’insuline en faisant
consommer aux patients diabétiques 1000 mg d’extrait de fenugrec par jour. (Le,2018).

3.3. Effet antioxydant :

L'avenement de la biologie moléculaire a montré que les antioxydants sont des
molécules qui présentent des propriétés bien au-dela de leur capacité a piéger les ROS. La
vitamine E est ainsi capable d'inhiber la prolifération cellulaire et I'adhésion des monocytes.
(Pinchemail et al., 2002).

Les antioxydants sont utilisés pour neutraliser les effets des radicaux libres. Ainsi, ils
protegent les humains contre les infections et les maladies dégénératives. Les antioxydants se
répartissent en deux grandes catégories, naturelles et synthétiques. (Al-Dabbagh et al., 2018).

3.3.1. Les radicaux libres :

Les radicaux libres se forment principalement dans les processus d'oxydation et jouent
un réle important dans la détérioration des aliments et la dégradation des matiéres chimiques.
Ils contribuent également aux troubles humains tels que les maladies liées au vieillissement,
les maladies cardiovasculaires, le cancer et les maladies inflammatoires (Al-Dabbagh et al.,
2018).
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3.3.2.  stress oxydant :

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
l'oxygene (ERO) et la capacité antioxydant de l'organisme. Produites en continu et a des
niveaux élevés, les ROS sont une source d'oxydant anti-stress avec des modifications
irréversibles des lipides, des protéines et des acides nucléiques. Le stress oxydatif est grevé
par le vieillissement et la physiopathologie de nombreuses maladies, comme le cancer avec un
défaut d'élimination des cellules cancéreuses, les maladies cardiovasculaires avec atteinte des
parois des vaisseaux sanguins, et les maladies inflammatoires, car les ROS sont des acteurs
nécessaires en l'absence d'anticorps la défense. Pour se protéger du stress oxydatif, les
organismes ont développé un arsenal d'antioxydants avec des enzymes (superoxyde
dismutase). (Baudin, 2020).

3.4. Effet antibacterien:

Les bactéries sont le plus souvent impliquées dans les cas d'intoxication alimentaire, et
I'utilisation intensive d'antimicrobiens chimiques dans les médicaments a entrainé la sélection
de souches reésistantes de bactéries. Les huiles essentielles de plantes médicinales et
aromatiques peuvent étre utilisees comme alternative dans le traitement des maladies

infectieuses et pour protéger les aliments contre toute altération (EIl Ouali et al., 2013).
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1. Obijectifs de I’expérimentation :

Tests phytochimiques, évaluation de la teneur en polyphénols et flavonoides et étude
de P’activité antioxydante des graines de la fenugrec " Trigonella foenum-greacum L".

2. Matériel :
2.1. Matériel végétal :

Le fenugrec" Trigonella foenum-greacum L» appartient & la famille des Fabacées
connue sous le nom de Halba. Ces graines sont récoltées en fin d’avril, séchées et stockées
jusqu’a utilisation.

2.2. Appareillage et verrerie :
Spectrophotomeétre, Rotavapor , Balance , Etuve, Vortex, Eprouvette, Entonnoir, Erlenmeyer ,

Beéchers, Fiole ,Boite de pétri,Papier filtre ,Spatule ,Micropipettes.
2.3. Solvants :

Eau distillée , Méthanol ,Chloroforme.
3. Méthode :

3.1. Extractions :
Pour la préparation de I'extrait du fenugrec, on a utilisé la méthode de macération en

suivant les étapes citez ci-dessous:

a) 40g de poudre de grain de fenugrec sont mise en maceration avec 100 ml de chaque
soulvant indepondament (Eau distillée | ,méthanol et chloroforme) pendant 5j.

b) Filtration de I’extrait par papier filtre.

c) Evaporation a sec du filtrat par rotavapour.

d) Le produis est récupére sur les parois de ballon d'évaporation (Figure 11)

e) Les résidus secs sont conservés. lls seront, ensuite, utilisés pour nos tests.
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macération

Figure 10 : différentes étape de 1’extraction de la fenugrec.
Le rendement d'extraction :

Le rendement d'extraction est calculé par rapport a la masse du matériel végétal sec selon la
formule citée ci-dessous. (Hajjaj , 2017).

R = [Masse de I’extrait obtenu/ Masse de la matiére végétale avant extraction] x 100

3.2. Tests phytochimiques :

Ce tests phytochimiques est réalisé avec un extrait préparé par la méthode de décoction
(Figurel2).

3.2.1. Les Flavonoides :
A 5 ml d’extrait a tester, ajouter, 1 ml dalcool iso amylique, quelques copeaux demagnésium
et quelques gouttes d"acides chlorhydrique (HCI), I"apparition d"une coloration rose ou rouge
indique la présence des flavonoides.(Azzi , 2012).

3.2.2. Alcaloides :
Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de
Dragendorff.Introduire 10 g de poudre végetale seche dans un erlenmeyer, a laquelle 50ml de
H2S04 dilué au 1/10 avec de I’eaudistillée est ajouté. Ce mélange a été agité et macéré
pendant 24 h. Ensuite, dans 1ml du filtrat, 5 gouttes de réactifde Dragendorff sont ajoutées.
L’apparition d’un précipité orange, révele la présence d’alcaloides. (EL-Haoud , 2018).

3.2.3. Tanins:
30 ml de I’extrait a 5% sont mélangés avec 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol 30%
et 5 ml de HCL), le tube est chauffé au bain marie a 80°C/15 a 30mn , la formation d’un
précipité rouge indique la présence des tanins cathéchiques. La préparation est ensuite filtrée
et saturée par I’acétate de sodium pulvérisé et 1 ml de Fecl3 a 1% , la couleur bleu noiratre

indique la présence des tanins galliques. (Nakkab et al., 2017).
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3.2.4. Glycosides cardiaques :

Ce test est basé sur la réaction de keller-kiliani.Alml de chaque extrait ajout 5ml de I’acide
acétque contenant des traces de Fecl3 et 5ml de d’acide sulfuriques contenant des traces de
Fecl3. La présence des glucosides cardiotoniques est confirmée par la formation de deux
phases ,une colorée en bran rouge(acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert(acide
sulfirique). (Edeoga et al., 2005).

3.2.5. Composés réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1 ml des extraits avec 2 ml d'eau distillée et 2 ml de solution
de Fehling puis les tubes sont chauffés au bain Marie a 40°C. Posséde test est révélé par la
formation d'un précipité rouge-brique Composés réducteurs Leur détection consiste a traiter 1
ml des extraits avec 2 ml d'eau distillée et 2 ml de solution de Fehling puis le les tubes sont
chauffes au bain Marie a 40°C. Possede test est révéle par la formation d'un précipité rouge-
brique. (Boufellous et al ., 2017).

3.2.6. mucilage :
1 ml de I’extrait a 10 % sont mélangé avec 5 ml de I’éthanol absolu, le mélange est bien agité
pour 10 a 15 mn , la formation d’un précipité¢ floconneux indique la présence de mucilage.
(NAKKAB et al., 2017).

3.2.7. Anthraquinones :
0,5g de brut poudre a été secoué avec dix ml benzene et a étéfiltré.dix% ammoniac la solution
a éte ajoutée et la mélange a été bien secoué. Formation de rose/violet ou rouge Couleur
indiquer la présence de anthraquinones.(Saio, 2015).

3.2.8. Saponosides :
Pour rechercher les saponosides, 10 ml de I’extrait total aqueux sont versés dans un tube a
essais. Le tube est agité pendant 15 s puis laissé au repos durant 15 mn. Une hauteur de
mousse persistante, supérieure a 1 cm indiquait la présence de saponosides. (DIOUF et al.,
2014).
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Figure 11 : Préparation pour le test phytochimique.

4. Dosage des métabolites secondaires :
4.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux se fait en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu selon
la méthode décrite par Muchuweti et al. (2006) avec de légeres modifications.

L'extrait de plante (200 pL) suffisamment dilué est introduit dans un tube contenant
initialement 4,5 mL de méthanol puis complété a 5 mL avec du réactif de Folin-Ciocalteu.
Apres 5 min, une solution de Na2CO3 a 7% (5 mL) est ajoutée sous agitation. La solution est
immédiatement diluée avec 2mL l'eau distillée puis mélangée vigoureusement. Aprés un
temps d’incubation de 60 min a23 °C, l'absorbance est mésurée a laide d'un
spectrophotometre UV-Visible SCAN.50 spectrophotometre, par rapport a une solution 100
% méthanol. A partir d‘une courbe d’étalonnage d’acide gallique (absorbance en fonction de
concentrations). A partir de cette courbe on détermine la concentration des composées
phénoliques exprimée en équivalents de mg d'acide gallique (GAE) par gramme de matiére
seche. (Zaiter, 2017) (Figure 13).
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Figure 12 : Dosage des polyphénols totaux.

4.2. Dosage des flavonoides :

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode de trichlorure
d'aluminium. Ce dernier forme un complexe jaune avec les flavonoides qui absorbe a 415 nm.
Pour chaque mesure, 1 mL de la solution a 1 mg/mL d’extrait dans le méthanol est mélangé
avec 1 mL de la solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Aprés 10 min d’incubation a
température ambiante, on mesure la DO des mélanges a 415 nm avec un spectrophotometre.
Un essai a blanc est préparé dans les mémes conditions, en absence d’extrait. La teneur totale
en flavonoides est déterminée en utilisant une courbe standard préparée avec la quercétine et
exprimée en mg d’équivalent de quercétine (QE) par g d'extrait. (Nasri, 2016).

5. Evaluation de I’activité antioxydant :

Le DPPH est un radical libre stable et accepteur d’électron ou d'hydrogéne . La
méthode est basée sur la réduction de la solution alcoolique de DPPH en présence d’un
antioxydant donneur d’hydrogéne et la formation de la forme non radicalaire. La capacité
scavenger du radical DPPH, est mesurée selon le protocole rapporté par Sreenivasan et al.
(2007). Un volume de 50 pL d’extrait (a différentes concentrations) (Figurel4).est ajouté a un
volume de 5 mL d’une solution DPPH a 0.04 %. Ce mélange est agité et laissé au repos. La
décoloration, par rapport a un contrdle, est mesurée au spectrophotometre a 517 nm apres

incubation a température ambiante et a ’obscurité, pendant 30 minutes. (BAKLI S ,2020).
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Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé en utilisant 1’équation suivante:
% d’inhibition du DPPH = [(Ac — Ae) / Ac] X100

Ou

Ac: Absorbance du contrdle.

Ae: Absorbance de 1’échantillon.

\
\~

Figurel3 : Préparation des dilution le test DPPH.
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1. Rendement :

Apres avoir calculé le rendement de I'extraction, les resultats sont indiqués dans le
tableau 1 et la figure 15.0n a constaté que les meilleurs rendements sont enregistrées chez
l'extrait aqueux suivi par ceux de I’extrait methnolique et chloroformique. Selon les valeurs
enregistrees(EAg4,90% ,EMe3,40% ,ECh2,77%), le solvant qui a donné le rendementle plus
faible est I'éthanol.

La différence en rendement est due a plusieurs facteurs tels que la nature du solvant, la
méthode d'extraction et la nature du la partie végétale (feuilles mature ou jeune, ouvertes ou
non), etc., (Kouamé et al., 2021, Bakli, 2020).Cette variabilité des rendements pourrait étre

due aussi des facteurs intrinseques tels que le climat et la nature du sol. (Bakli, 2020).

Tableau 1:Rendement de I’extrait de fenugrec.

Extrait Agueux Méthanoique Chloroformique

Rendement % | 4,90 3,40 2,77

EAQ Emé Ech

Figure 14 : Rendement de I’extrait de fenugrec.

EA(Q :I'extrait aqueux.,EMé :I’extrait methnolique,Ech :1’extrait chloroformique.
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2. Test phytochimiques :

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des
groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. (EL-Haoud, 2018).

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 2 et les figure 16 et 17, le test
phytochimique prouve que le fenugrec contient plusieurs familles chimiques, tel que les
polyphénols (flavonoides , tanin) et les alcaloides etc...

Les flavonoides sont présents en abondance dans l'extrait aqueux, ainsi que les tanins
et les glycosides cardiaques, alors qu'ils sont présents en proportions moyennes dans l'extrait
méthanolique et faibles dans I'extrait chlorformique. Les alcaloides et les saponosides, sont
présents en abondance dans l'extrait chloroformique et avec des faibles et moyennes
quantitées dans les deux autres extraits alors que les anthraquinones ne se manifeste que dans
I'extrait chloroformique. Pour le musilage et les composés réducteurs, ils sont présent
uniquement dans l'extrait aqueux.

Benmakhlouf et al., (2022) confirment la présence des tanins, dalcaloides, de
flavonoides, de stéroides, d'acides aminés, de saponines, de coumarines, de stérols et de
terpenes, de glucosides, de cardioprotecteurs et d'anthraquinones dans les tissus des graines de
fenugrec. D'autres études raportent que la composition phytochimique des extraits obtenus
dépend des conditions climatiques, de l'origine géographique des semences et des pratiques
culturales, c'est encore plus complexe de garantir une qualité constante des extraits.
(Benziane, 2019).
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Tableau 2 :Résultats des Tests phytochimiques de fenugrec.

Test Les réactifs utilisés Apparaitre la Résultats
phytochimique couleur EAq | EMé ECh
Flavonoide alcool iso amylique (Cs Hi2 rose ou rouge +4++ | ++ +
0) ,demagnésium(Mg) ,acides
chlorhydrigue (HCI).
Alcaloides le réactif de preécipité orange | 4 ++ +++
Dragendorff ,H2S04 .
Tanins reactif de Stiasny , -précipité 4+ | - +
HCL ,acétate de sodium (C2 rouge(tanin
H3 Na02) , Fecl3. cathéchique)
-couleur bleu +4++ | +++ | -
noiratre(tanin
gallique)
Glycoside I’acide acétque(CH3;COOH) , | branrouge(acide | 4 44 | ++ +
Cardiaque Fecl3 , acide acetique) et
sulfurique ( H,SO,). vert(acide
sulfirique)
Composes eau distillee , solution de précipité rouge- | 4 - -
réducteurs Fehling. brique
mucilage éthanol absolu précipité + - -
floconneux
Anthraquinone | Benzéne , ammoniac. rose/violetourou | _ - +
ge
Saponosides Agité 15s et repos15min de La mousse>lcm | 44 + +++

I’extrait

EAQ :I'extrait aqueux. EMé : ’extrait methnolique. Ech : chloroformique.

Les résultats obtenus ont été évalués comme suit :

+++ : Fortement positif ,
++ : Moyennementpositif ,

+: Positif ,
- . Négatif .
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RN

% il

- -

rube1 | T2 |

glycosides cardique | Mucilage

Tube 1 :EAQ, Tube 2 :EMé ,Tube 3 :ECh

Figure 15 :Résultats des tests phytochimiques de fenugrec.

24




Chapitre 2 :Résultats et discussions

Composés réducteurs

Figure 16 :Résultats des tests phytochimiques (composeés réducteurs) de fenugrec .
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3. Taux des polyphénols totaux et flavonoides :

La meéthode de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium nous a permis de
déterminer la teneur en polyphénols et flavonoides dans divers extraits de fenugrec (EAQ,
EMé , ECh).

Les valeurs enregistrées dans le tableau 3 et la figurel8 montrent que la teneur en
polyphénols des graines de La fenugrec est plus elevée dans I'extrait aqueux dont la moyenne
est de (0,3284+0,0052) mgEAG/g d’extrait sec parraport aux la teneur dans les estraits
methanoliques et chlorophormiques dont les moyennes sont (0,2658+0,0087 et
0,1139+0,00024) respectivement.

Concernant les teneurs en flavonoides, I’extrait aqueux est aussi le plus riche parraport
aux extraits methanoliques et chlorophormiques dont les valeurs sont : (0,00291+0,000075,
0,00119+0,000029, 0,00059+0,00013) mgEQ/g d’extrait sec respectivement (Tableau 3 et
Figure 19).

Tableau 3 :Taux des polyphénols totaux en mg EAG/g d’extrait sec et flavonoides en
mgEQ/g d’extrait sec.

L’extrait EAq EMé ECh

Taux des 0, 328 +0, 0052 0, 2568 +0, 0087 0, 1139 +0, 00024
polyphénols

Taux des 0, 00291 +0, 000075 | 0, 00119 +0, 000029 | 0, 00059 +0, 00013
flavonoides

0.35

0.25 ~

0.15 ~

0.1

0.05 -

Eaq Emé Ech

Figure 17 : Taux des polyphénols totaux en mgEAG/g d’extrait sec
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Figure 18 :Taux des flavonoides en mgEQ/g d’extrait sec.

Nos resultats confirment que I'extrait aqueux est plus riche en ces deux composés
actifs.D'autres études ont démontré que l'extrait de fenugrec est riche en polyphénols dont la
teneur atteint31 + 0,031 mg GAE/100g (Benziane, 2019).Le fenugrec contient des
polyphénols et des flavonoides, ce qui indique qu’il possede des propriétés biologiques, anti-
inflammatoire (Rouibi, 2018), anticoagulante (Benmakhlouf et al., 2022),antioxydant,

antidiabétiques, antimicrobien (Mabrouk et al., 2017) .
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4. Evaluation de I’activité antioxydant :
4.1. Test du DPPH :
Le test de piégeage des radicaux libres en utilisant le radical DPPH comme substrat est

largement utilisé pour évaluer la capacité antioxydant des extraits obtenus a partir de plantes
medicinales dans lequel un niveau d'inhibition élevé est un indicateur d'un puissant
antioxydant.(Bakli, 2020).

Les résultats de l'activité antioxydant obtenues par la méthode de DPPH pour les
différents extraits sont présentés dans le tableau4et la figure 20.

Le pourcentage d'inhibition de l'extrait aqueuxde fenugrec est de (26,20+0,24)%, il est
superieur & ceuxde l'extrait méthanolique et chloroformiquedont les moyennes sont
de(20,52+0,87 et 18,11+2,6)% respectivement.

Tableau 4 : Les résultats de I'activité antioxydant en pourcentage d’inhibition (1%) obtenues
par la méthode de DPPH.

I’extrait EAq EMé ECh

Pourcentage d’inhibition % | 26, 20+0, 24 20,52+0,87 18, 11+2, 6

30.00

25.00 -

20.00 -

15.00 -

10.00 -

18.11

5.00 -

000 T T T 1
Eaq Emé Ech

Figurel9 :Les résultats de I'activité antioxydant en pourcentage d’inhibition (I %) obtenues
par la méthode de DPPH.

Nos resultats montrent que | 'extrait aqueux possede le pouvoir antioxydant le plus
élevé parraport aux deux autres extraits cela peut étre expliquer par sa richesse en composées
phénoliques (polyphénoles et flavonoides).Selon nos resultats du dosage mentionnés ci-
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dessus, les polyphénols ont un réle importantdans l'activité antioxydant .Une correlation
positive a été observé entre l'activité antioxydant et la teneur en composes phénoliques
totaux.La capacité de piéger les radicaux libres augmente avec l'augmentation de la
concentration des composés phénoliques chez le fenugrec. Par concequent il a été suggéré que
les graines de fenugrec. peut étre une source potentielle comme un antioxydant naturel
important. (Hwa ,2019).

Les radicaux libres sonta 1’origine de plusieurs pathologies parmi lesquelles nous
pouvons citer les arthroses, I’asthme, le cancer, le diabéte, les maladies cardiaques,
I’athérosclérose. Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants des plantes
aromatiques (Benziane, 2019). Selon Pousset, (2006), I'utilisation de produits naturels
(fruits , légumes) riches en antioxydants pourrait jouer un réle important dans la prévention de

ces maladies.(Dieng et al.,2017).
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Conclusion générale

Conclusion Générale

Les plantes médicinales en Algérie sont encore largement utilisées en médecine
traditionnelle en raison de leurs nombreuses propriétés médicinales et du fait qu'elles
contiennent des composants biologiques actifs. Le fenugrec est une plante appartenant a la
famille des Fabaceae (légumineuses) et il fait partie des plantes médicinales.

Le test photochimique montre que le fenugrec contient plusieurs familles
chimiques(les polyphénols, tanins, alcaloides, flavonoides, saponines, glucosides
cardiaques...etc).L Les polyphénols, sont en grande partie responsables de plusieurs activités
biologiques.

Nos resultats confirment la presence des composés phénoliques et flavonoides dans les
differents extraits. Alors que la teneur la plus elevée est detectée dans I’extrait aqueux. Cela
traduit le pourcentage d’inhibition le plus elevé enregistré pour cet extrait ce qui confirme la
relation étroite entre la teneur en ces moléeculles et le pouvoir antioxygant.

Ces résultats peuvent servir a I’étude d’autres propriétés biologiques de maniére plus
précise. Ainsi, rendant possible une application future dans les industries pharmaceutiques
dans le but de fabriquer des médicaments avec moins d’effets secondaires et plus efficaces

pour différentes maladies.
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