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Resume

L’ Algérie, par sa position géographique, abrite une biodiversité exceptionnelle occupée par
d’importantes plantes médicinales. Dans le cadre de 1’étude prospective de sources intéressantes
d’antioxydants d'origine naturelle, nous sommes intéressés par Trigonella foenum greacum L..
C’est une herbacée annuelle appartenant a la famille des fabacées. Cette plante est connue par
ses propriétés médicinales, thérapeutiques et nutritionnelles trés importantes vu les utilisations
traditionnelles, et les activités pharmacologiques des composés phytochimiques présents dans
les extraits des graines de cette plante. Le présent travail a porté sur ’é¢tude de la teneur en
flavonoides et phénols totaux de I’extrait hydro-méthanolique des graines 7. foenum greacum.
Ainsi, I’évaluation de I’activité antioxydante on utilisant les méthodes de I’oxydation du radical
le 2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), I’ABTS test (2, 2’- azynobis- [3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid]) et le pouvoir antioxydant du fer ferrique (FRAP); avec
un acide ascorbique, Trolox et (FeSO4)7H20 comme les références synthétiques successible.
Avec la corrélation de I’activité antioxydante et la corrélation entre les phénols ,les flavonoides
et activit¢ antioxydante DPPH ,ABTS et le FRAP) .Les quantités de phénols totaux
correspondantes ont été rapportées en équivalent d’un milligramme de 1’étalon utilisé par
gramme d’extrait lyophilisé (701,36 0,01lmg EAG/g). Les résultats des flavonoides ont été
exprimés en mg équivalent de la quercétine par gramme d’extrait lyophilisé (206,52 + 0.03 mg
EQ/g). Ces résultats obtenus montrent la richesse de I’extrait en flavonoides et phénols totaux.
L’¢évaluation du pouvoir antioxydant a montré que I’extrait hydro-méthanolique doté d’un
pouvoir antioxydant trés important a 1 mg/ml : Ipppu :96,45 £ 0,50% ; IasTs : 99,27 £ 0,098% ;
et Arrapr 0,72 £0,010% avec des concentrations d’inhibitions IC50ppph :0,44+ 0,005 mg/ml ;
IC504BTs 0,42+ 0,003 mg/ml et IC50 grap 0,49 = 0,07 mg/ml). Avec une bonne corrélation de
DPPH, ABTS et le FRAP. Pa ailleurs, une forte corrélation a ¢té montré entre les teneurs en
phénols totaux et les flavonoides et I’activité antioxydante, la corrélation élevée est de (r =
0,922 et r = 0,971) successible. Cette ¢tude confirme, scientifiquement, 1'usage traditionnel de

cette plante.

Mots clés : Trigonella foenum greacum L., Phénols totaux, Flavonoides, Extrait hydro-

méthanolique, Activité antioxydante, DPPH, ABTS, FRAP.



Abstract

Algeria, by its geographical position, is home to an exceptional biodiversity occupied by
important medicinal plants. As part of the prospective study of interesting sources of naturally
occurring antioxidants, we are interested in Trigonella foenum greacum L is an annual herb
belonging to the fabaceae family. This plant is known for its very important medicinal,
therapeutic and nutritional properties given the traditional uses and pharmacological activities
of the phytochemicals present in the extracts of the seeds of this plant. This work focused on
the study of the content of flavonoids and total phenols in the hydro-methanolic extracts of the
seeds as well as the evaluation of the antioxidant activity using the methods of the oxidation of
the 2,2- radical. diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ABTS test (2, 2'- azynobis- [3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid]) and antioxidant power of iron (FRAP) with ascorbic
acid, Trolox and (FeSO4)7H20 as the references synthetic successible. With the correlation of
antioxidant activity and the correlation between phenols, flavonoids and antioxidant activity
(DPPH, ABTS and FRAP).The corresponding amounts of total phenols were reported as the
equivalent of one milligram of the standard used per gram of lyophilized extract (701.36 + 0.01
mg EAG / g) and the flavonoids results were expressed as mg quercetin equivalent per gram of
lyophilized extract (206.52 + 0.03 mg EQ / g). These results obtained show the richness of the
extract in flavonoids and total phenols. The evaluation of the antioxidant power showed that
the hydro-methanolic extract with very high antioxidant power at 1 mg / ml: Ipppua: 96.45 +
0.50%; Iabts: 99.27 £ 0.098%; and A rrap 0.72 £ 0.010% with IC50pppu inhibition
concentrations: 0.44 + 0.005 mg/ml; IC50aBTs 0.42 + 0.003 mg/ml and IC50 rrap 0.49 £+ 0.07
mg/ml). With good correlation of DPPH, ABTS and FRAP. Moreover, a strong correlation has
been shown between the contents of total phenols and flavonoids and antioxidant activity, the
high correlation is (r = 0,922 et r = 0,971) successible. This study confirms, scientifically, the

traditional use of this plant.

Keywords: Trigonella foenum greacum L., Total phenols, Flavonoids, hydro-methanolic
extract, Antioxidant activity, DPPH, ABTS, FRAP.



yaile

Al pall (e 6 58 Aage dgada il Leliad UL o gl on & o3l Ghase (o Al rall lealse DA e il 3l
Trigonella foenum - Osaies oa ¢ gxb JSi aad S 52uSY) Claliaal plaia B 5 i)l jobiaall 4 bt

dagall 013011 5 A Mall 5 dpdall Aailiady culul) s jeidy Lnbld Alle ) aih (5 6w alie A 5 greacum L
OS5 bl s sh clialitie 853 o sall Al Ailual o) sall 400 all Adais¥) 5 Al claladin S | 5k s
i NS 5 oAl ) ilal) Ailall Chlialatiiall o8 A4S Y 53l 5 2 63 o83l LS jo (5 gina Al )3 (e Jaall 128
-2 2) ABTS _tial «((DPPH) Jislowe daSa- Sl 262 3381 (5 )k alasinly 32.8Y) cilalias Ll
el ) sSuY) (aes ga (FRAP) 82083 saliaall apaall 3 58 5 ([ sibal) (mes -6 -cnls St s i Ji)-3] -0 s
Y sl Gy Ay 30uSY) il Lalis bl ae Al delibaal aal jS(FeSO04)7H20 5 oS ols 5
Al bl (ASLS Y g1l Jlaa) (e AR GlaeSl) (FRAP 5 ABTS 5 DPPH) 520! Cilalizas Lol 5 3y 53 5830l
IS o 2l (e il 35 (an / EAG a3 0.01 £ 701.36) oaliiusall (g ol ya JSI addisall jlaall (e 2al
s34 Lelai (an / EQ ax= 0.03 £ 206.52) paldival o al ja J< (88 (i 5 ol jaale Ll e 53 53000
320U Baliaal) 5 58l anii jedal AN Y 53l 5 2y 63 s8N LS yo 8 Galdial) o i lgdle Jpand) a5 ) gl
IABTS: ¢/Ipppi: 96.45 £ 0.50 :da / ana 1 2ic 52uSY) Glabine o s dlle 358 <l Jsilisall Lada ¢
IC50aBTs 0.42 £ ¢<IC50pppu: 0.44 £ 0.005 bt < 38 4 7ZA prap 0.72 £ 0.0105 #99.27 £ 0.098
Y il Ml ¢y 483l s FRAP s ABTS s DPPH (83 48 353 5 s (IC50 grap 0.49+0.0750.003
L5 Ml e (r=0,922 et r=0,971) s Aall Bl ¥ Eum 523081 Slabias Tl 5 2 65 8l LS ja g
il 13l (sl alaain¥) Luale Al jall o3

¢Jsilise 5 paliive 35 N LS o, Y 53l Naa) ¢ Trigonella foenum greacum: estidel) citalsl)
ann -6 -Cd s 5 i Jii)-3] -oam s 3 -2 <2) (( DPPH) Jaloas JisSa- . NS5 2262 5008 slias Lalis
(FRAP) 5283 ssbadll 30015 85 (ABTS)[ ek silod



Introduction geénerale



Introduction générale

Introduction générale

Le stress oxydant est le terme se rapportant aux perturbations de I'équilibre, entre la
formation d'espéces réactives de I’oxygene et la capacité de I’organisme a neutraliser leur action
par les systéemes antioxydants. Ce désequilibre peut endommager certaines macromolécules
(acides nucléiques, lipides et protéines), conduisant a I’apparition des diverses maladies
humaines (Baudin, 2020). Actuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en
évidence le role tragique du processus oxydatif incontrélable induit par les espéces réactives
oxygenees (ERO). En appuyant sur cette vision, une grande partie de ’intérét des recherches
actuelles porte sur I’étude de molécules antioxydantes d’origine naturelle (Habibou et al.,
2019)

Depuis des milliers d'années, I'homme utilisé les plantes trouvées dans la
nature, pour traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006). La phytothérapie est I'une des
vieilles médecines du monde. Elle représente une alternative intéressant pour traiter et soigner
sans crée de nouvelles maladies. Malgré le développement phénoménal de 1’industrie
pharmaceutique et chimique, I’intérét populaire pour la phytothérapie n’a jamais cessé
d’évoluer. De nos jours, ces deux types de médication se retrouvent intimement liés puisque le
modéle moléculaire de la plupart des médicaments mis sur le marche, ont pour origine la
plante (Jiofack et al., 2009). Les plantes ont ’aptitude de synthétiser de nombreux composés,
appelés métabolites secondaires et constituent donc un immense réservoir de composés d’une
grande diversité chimique, possédant un large éventail d’activités biologiques (Haddouchi et
al., 2016 ; Erenler et al., 2019) et qui jouent un role important dans la santé humaine. Leur
utilisation comme antimicrobiens et antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour
la prévention et le traitement de plusieurs pathologies (Tanoh et al., 2019).

Parmi ces plantes on trouve I’espéce Trigonella foenum-graecum L. (Fenugrec) est une
espece annuelle appartenant de la famille des fabacées. Il se trouve partout dans le monde, mais
il est d’origine méditerranéen. Cette plante est connue par ses proprietes médicinales,
thérapeutiques et nutritionnelles. Trés importantes vu les utilisations traditionnelles et les
activités pharmacologiques des composés phytochimiques présents dans les extraits des graines
de cette plante (Mehrafarin et al., 2010). Ceci nous a poussés a rechercher la composition
chimique en composés phénoliques et évaluer I’activité antioxydante in vitro de I’extrait Hydro-

méthanolique de T.foenum greacum L. par trois techniques
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» Reduction du fer: Ferric reducing antioxidant power (FRAP)
» Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
» Décoloration du radical cation ABTS ™
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Chapitre I Les plantes médicinales

I.1. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particuliéres bénéfiques pour
la santé humaine, D’aprés (Elgaj et al., 2012), environ 35000 espéces de plantes sont
employées dans le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de
biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un
besoin important malgré 1’influence croissante du systeme sanitaire moderne. En effet, elles
sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération et infusion. Une ou plusieurs de
leurs parties peuvent étre utilisées, racine ; feuille, fleur (Dutertre, 2011). Ce sont des plantes
utilisées en médecine traditionnelle (MTR) dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou
secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents Totum (Sanago, 2006).

I.1.1. Cueillait et séchage

Les propriétés des plantes dépendent essentiellement de la région de production, période
et techniques de cueillette, La cueillette est liée avec la variation climatique et saisonniere. Pour
déterminer les propriétés d’une plante.il est nécessaire de prendre en considération la partie
utilisée, morphologie, couleur, nature, saveur (Chemare, 2012).

Pour que les drogues ne perdent pas leurs qualités médicinales, il faut les sécher. Le
séchage doit étre réalise rapidement juste apres la récolte. Au soleil est la méthode la plus simple
et économique, utilisé surtout pour les racines, tiges, graines et fruits. Le séchage a I'ombre est
indiqué pour les feuilles et fleurs, car les feuilles vertes séchées au soleil jaunissent, les pétales
de fleurs perdent leurs couleurs vives, ce qui peut altérer les propriétés medicinales de ces
produits (Djeddi, 2012).

Le séchage dépend de I’air, la teneur en eau de la plante, sa structure des tissus, et de la
température. La température idéale est de 30 a 40°C ; elle doit étre plus élevée pour les parties
grosses des plantes. Lorsque les tiges, racines et feuilles se brisent facilement sous la pression
du doigt, et que les fruits sont durs, on peut dire que le séchage est terminé (Thurzova, 1978).
1.1.2. Conservation des plantes médicinales

Pour conserver les plantes, les débarrasser des parties mortes puis les faire sécher dans
un lieu aéré (les racines séchées a I’air et conservées a ’abri de I’humidité), fleurs, feuilles et
semences doivent étre desséchées étendues sur des claies ou suspendues en petits paquets isolés.

Le but de la conservation est la protection des plantes contre le soleil, ’humidité, les
odeurs pénétrantes, les gazes, la poussiére, les moisissures, les insectes et les autres facteurs de

dégradation (Thurzova, 1978). On utilise des pots en verre ou des boites pour la conservation
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des feuilles ou des fleurs (Thurzova, 1978). On utilise des sacs en carton, en toile d’emballage
pour la conservation des grandes quantites.

Il faut éviter les conteneurs en plastiques (Frantisek, 1992). 1l est nécessaire d’utiliser
les étiquettes, pour savoir ou se trouve une drogue donnée, dans quel récipient elle est stockée
(Frantisek, 1992).

1.1.3. Médicaments a base de plantes

Les médicaments a base de plantes répondent a la définition de 1’article premier de la
loi n° 17- 04, portant le code du médicament et de la pharmacie, et relevent donc de la
réglementation générale du médicament (Dahir, 2006) a savoir : "On entend par médicament
toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a I’égard, des maladies humaines ou animales. Ainsi que tout produit pouvant étre
administré a ’homme ou a I’animal, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer,
corriger ou modifier leurs fonctions organiques.”

Dans T’article 2 de la loi n° 17-04, sont notamment considérés comme des médicaments
les préparations a base de plantes médicinales inscrites a la pharmacopée (Dahir,2006). Nous
pouvons donc définir plus communément les médicaments a base de plantes comme étant des
médicaments dont les principes actifs sont exclusivement des drogues végétales et/ou des
préparations a base de drogue(s) vegétale(s). Leurs composants a effets thérapeutiques connus
sont des substances ou des groupes de substances, définis chimiquement, dont la contribution a
I'effet thérapeutique d'une drogue vegétale ou d'une préparation est connue (Jamet, 2008).
I.1.4. Principales préparations de remedes a base de plantes médicinales

Les préparations a base de drogue(s) végétale(s) sont obtenues en soumettant les
drogues a des traitements (extraction, distillation, etc.). Ces préparations se présentent en
extraits, teintures, huiles grasses ou essentielles, fragments de plantes, poudres, sucs exprimes
par pression... Cependant, les constituants isolés, chimiquement définis, ou leur mélange ne
sont pas considérés comme des préparations a base de drogue(s) végétale(s). Des substances,
telles que des solvants, des diluants, des conservateurs peuvent entrer dans la composition des
préparations a base de drogue(s) vegétale(s). La présence de ces substances doit étre indiquée
(Wichtl et Anton, 2003).

En phytothérapie, la préparation des plantes médicinales sera différente selon l'usage
que l'on destine : infusion, macération, décoction, ou poudre pour la voie interne, et

cataplasme ou masque pour l'usage externe.
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11.1.4.1. Infusion

Elle consiste a verser de 1’eau bouillante sur des plantes au moment précis ou 1’eau
entre en ébullition. 11 faut alors couvrir le récipient et laisser infuser le temps nécessaire (de dix
minutes a une heure selon les plantes) (Sassi, 2008).
11.1.4.2. Macération

Le liquide de macération peut étre de I’eau, de 1’alcool ou du vinaigre. Dans le cas de
la macération a I’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide froid ou tiéde pendant
quelques heures (10 oul2 heures) (Pierre et Lis, 2007). Les macérations a 1’eau ne doivent pas
dépasser une douzaine heures par risque d’oxydation et de fermentation du liquide (Pierre et
Lis, 2007).
11.1.4. 3. Décoction

Il s’agit de faire bouillir I’eau dans laquelle on a mis les plantes. Le temps d’ébullition
va de 10 minutes a une demi-heure selon la (ou les) plante(s). Les décoctions sont généralement
réalisées a partir des racines, d’écorce et de baies, auxquelles on ajoute parfois des feuilles et
des fleurs (Iserin, 2001).
1.1.4.4. Poudre

La poudre totale : Préparée le plus souvent par cryobroyage, elle permet I’obtention de
la quasi-totalité des principes actifs (totum de la plante). Dans certains cas, 1’ensemble de ces
principes actifs est nécessaire. Les extraits secs : 1ls peuvent étre prépares par nébulisation ou
lyophilisation. Un nébulisat s’obtient par transformation de ’extrait liquide en un brouillard
de particules, desséchées brusquement a haute température. Un lyophilisat s’obtient par
congélation de DI’extrait liquide puis sublimation. La poudre lyophilisée en présence d’eau
redonnera alors ’extrait initial (Antoula, 2003).
11.1.4. 5. Les compresses et les cataplasmes

Compresses et cataplasmes sont principalement utilisés dans les cas de problémes de
peau, les entorses, les fractures et les douleurs musculaires ou articulaires. N utilisez que des
plantes parfaitement saines (Mantas, 1984).
I.2.La phytothérapie
1.2.1. Historique de la phytothérapie

L’histoire de la phytothérapie est liée a celle de ’humanité, car dans toutes les cultures
il faut toujours compter sur les valeurs thérapeutiques des plantes pour se soigner (Clément,
2005). En effet sur les 300 000 especes végétales recensées sur la planéte plus de 200 000
especes vivent dans les pays tropicaux d’Afrique ont des vertus médicinales. La médecine par

les plantes, dite phytothérapie, est trés anciennes et s’est maintenue depuis sous la forme de
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pratiques populaire. Les connaissances nouvelles sur la fonction de I’organisme, les récents
découvertes sur les substances contenues dans les plantes et leur valeur thérapeutique ont
revalorisé et renouvelé I’antique médecine par les plantes. Il existe sur la terre 380 mille variétés
de plantes dont a peine 57 ont été plis ou moins étudiées, c'est-a-dire qu’il reste un champ quasi
inépuisable a la phytothérapie (Millogo et al., 2005).
1.2.2. Définition de la phytothérapie

Le terme phytothérapie vient de deux mots : python (plante) et thérapeute (soigner), il
pouvait donc étre traduit par les plantes. La phytothérapie est une discipline qui étudie les
plantes médicinales donc est une fagcon de mettre a profit les propriétés médicinales des
végetaux en utilisant les plantes sous forme de préparations dites "galéniques™ afin de soigner
ou de prévenir les maladies (Chamer, 2016).
Elle fait partie des médecines paralleles ou des médecines douces (Strang, 2006). On peut la
distinguer en deux types de pratiques :
1.2.2.1. Une pratique traditionnelle ou classique

Parfois trés ancienne basée sur 1’utilisation de plantes selon les vertus découvertes
empiriquement. Selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS, 2000), cette phytotherapie
est considérée comme une médecine traditionnelle et encore massivement employée dans
certains pays dont les pays en voie de développement. C’est le plus souvent une médecine non
conventionnelle du fait de I’absence d’étude clinique (OMS, 2000).
1.2.2.3. Une pratique basée sur les avancées scientifiques

Une pratique basée sur les avancées scientifiques recherche des extraits actifs des
plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés. Cette pratique conduit aux
phytomédicaments et selon la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation des
phytomédicaments est soumise a I’autorisation de mise sur le marché. On parle alors de
pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique (OMS, 2000).
1.2.3. Différents types de la Phytothérapie
1.2.3.1. Aromathérapie

Est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles essentielles,
substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces huiles sont des
produits complexes a utiliser souvent a travers la peau. (Strang, 2006).
1.2.3.2. Gemmothérapie

Se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les

bourgeons et les radicelles. (Strang, 2006).
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1.2.3.3. Herboristerie

Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante entiére, soit une
partie de celle-ci (écorce, fruits et fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le
plus souvent a base d'eau : décoction, infusion et macération. Ces préparations existent aussi
sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante seche que le sujet avale. (Strang, 2006).
1.2.3.4. Homéopathie

A recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive ; les trois quarts
des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale. (Strang, 2006).
1.2.4. Principes actifs

Le principe actif c’est une molécule contenue dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végeétale et utilisé pour la fabrication des médicaments (Peltj,
1980).

Cette molecule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'homme ou
I'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des sechées, nous pouvons citer comme des
parties utilisées : les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les
graines (Benghanou, 2012).

Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées comme
des substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux metabolites primaires
qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les métabolites
secondaires participent a l'adaptation de la plante avec I'environnement, ainsi a la tolérance
contre les chocs (lumiere UV, les insectes nocifs, variation de la température ...) (Sarni-
Manchado et Veronique, 2006).

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie (Iserin, 2001).
1.2.5. Notion de totum

La notion de « totum » de la plante représenterait I’ensemble des principes actifs
contenus dans une plante. Les effets biologiques d’une plante viendraient ainsi de ’action de la
plante dans sa globalité et non des effets isolés de chaque molécule. Bien que chaque principe
actif ait un tropisme différent pour un organe ou un systéme, c’est la totalité des principes actifs
au sein de cette plante qui lui conférerait son activité et son efficacité clinique (Bone et Mills,

2013). Le totum de plante permet d'utiliser des doses moindres qu’avec un principe actif isolé
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pour un méme niveau d’activité, évitant ainsi les effets secondaires spécifiques des fortes doses
(Carillon, 2009).
1.2.6. Phytothérapie en Algérie

En Algérie, les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle,
qui, elle-méme est largement employée dans divers domaines de la santé. Dans les derniéres
années, la phytothérapie est trés répandue, des herboristes sont partout et sans aucune formation
spécialisée ou connaissance scientifique sur la phytothérapie, ils prescrivent des plantes et des
melanges pour toutes les maladies : diabéte, rhumatisme, minceur et méme les maladies
incurables (Mahmoudi, 1992).

Des chiffres recueillis auprés du Centre national du registre de commerce, montrent
qua la fin 2009, I’Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la vente d’herbes
médicinales, dont 1393 sédentaires et 533 ambulants. La capitale en abritait, a elle seule, le plus
grand nombre avec 199 magasins, suivie de la wilaya de Sétif (107), Bechar (100) et El Oued
avec 60 magasins (Ministere du commerce, 2013).

1.2.7. Avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a I'exception de ces cent dernieres
années, les hommes n'‘ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies
bénignes, rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin et al.,
2001).

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
I'efficacité des medicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi
universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptes
aux medicaments et leur résistent de plus en plus. La phytothérapie qui repose sur des remedes
naturels est bien acceptée par I'organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle
connait de nos jours un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement
des maladies chroniques comme l'asthme ou l'arthrite (Iserin et al., 2001).

En alimentation, utilisée comme assaisonnement, des boissons, des colorants et des
composeés aromatiques. Les épices et les herbes aromatique utilisées dans 1’alimentation sont
pour une bonne part responsable du plaisir de la table (Delaveau et Hampson, 1999). En
industrie, les substances naturelles issues des veégétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en

thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
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végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matiéres
premieres pour la semi synthése. Ainsi, une recherche de nouvelles drogues est un choix normal
(Mohammedi, 2005).
1.2.7. Inconvénients de la phytothérapie

La phytothérapie est une thérapeutique souvent peu toxique mais qui exige un certain
nombre de précautions : Une bonne connaissance des plantes car certaines peuvent étre toxiques
ou manifeste des réactions allergiques a certains sujet. Une connaissance approfondie de la
pharmacologie (devenir des principes actifs dans I'organisme). S'assuré du diagnostic et étre
attentif aux doses, en particulier pour les jeunes enfants, les femmes enceintes ou allaitant et les
personnes ageées. Certaines plantes ne peuvent étre utilisées en méme temps que d'autres
médicaments ou présentent une certaine toxicité si le dosage est augmenté ou si le temps de
traitement est prolongé (Roux, 2005).
1.2.8. Précautions d'emploi

Comme tous les médicaments, certaines plantes médicinales provoquent des effets
secondaires. Pour cette raison, ces plantes doivent étre employées avec précaution. L'utilisation
des plantes médicinales nécissite I'avis d'un spécialiste. En effet, I'€phédra (Ephedm sinica) mal
dosée est trés toxique. La consoude (Symphytum officinale) peut avoir des effets fatals dans
certaines circonstances. Toutefois, lorsqu'un traitement a base de plantes est suivi correctement,

les risques d'effets secondaires sont fort limités (Iserin, 2001).
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Il. Le stress oxydant
I1.1. Identification

Lorsque I'un des systémes protectifs de I’organisme contre la toxicité des radicaux libres
(RL) montre un échec, ’action des radicaux libres devient incontrdlable, ce qui conduit a des
dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et potentiellement a la mort de
I’organisme (Durackova et al., 2008). La conséquence des effets nocifs des RL et des
métabolites réactifs est dite « stress oxydant ». Ce terme est défini initialement comme étant un
déséquilibre profond de la balance entre les pros oxydants et les antioxydants en faveur des
premiers (Barouki, 2006; Jenkins et al., 2007). Cette définition ne signale aucun effet délétere
d’un tel changement sur la fonction des tissus et n’indique pas ’origine de ce déséquilibre s’il
est dd a une augmentation de la production des oxydants ou a une diminution de la capacité
réductrice des tissus (Barouki, 2006).
11.2. Les radicaux libres
11.2.1. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes, ions ou molécules) qui
possedent un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe
et capables d’existence indépendante (Mac Laren, 2007). IIs peuvent étre dérivés de ’oxygéne
(especes réactives de I’oxygene, ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (espéces réactives
d’azote, ERA) (Tab.1). La présence d’un électron célibataire confére aux radicaux libres une
grande réactivité (demi-vie courte) et ils peuvent étre aussi bien des especes oxydantes que
réductrices. De part sa structure particuliére, il a tendance a attirer les électrons d’autres atomes
et molécules pour gagner en stabilité (Delattre et al., 2005).

Tableau 1 : Principaux radicaux libres et leur structure chimique (Haton, 2005).

Radical hydroxyle OH’
Radical hydroperoxyde HOO’
Radical peroxyde ROO’
Radical alkoxyle RO« RO’
Peroxyde d’hydrogéne H202
Anion superoxyde O
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11.2.2. L’origine des radicaux libres

La production des especes oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’O2 pour produire de I’énergie au cours des réactions
dites, respiration oxydative. Cependant, une faible partie de I’oxygeéne échappe a sa réduction
en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a I’origine de la production de radicaux
libres oxygénés (RLO) (Favier, 2003). Les autres sources de production de radicaux libres sont
classées en deux catégories; les sources endogénes incluant principalement une altération des
mécanismes biochimiques comme une réperfusion ou une ischémie de la xanthine oxydase, une
surcharge en fer, des altérations mitochondriales ou encore une inflammation...etc, (Fig.1) et
les sources exogenes telles que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, une faible
consommation des fruits et légumes, les réactif chimiques, les solvants industriels et la pollution
(Favier, 2003).

Inflammation Facteurs environnementaux

Cytokines & Métaux
Facteurs de croissance Fe. Cu. Zn Radiations
Pathogénes

Xénobiotiques

......
N

P-450
Monooxygénase

Phagocytes A
— =t Mctabolisme
Lipooxyvgénase -
Cyclooxygénase &y

NADPH Peroxvsome

Mitochondrie

Membrane
l cytoplasmique

Figure 1 : Sites de production intracellulaire extracellulaire des ERO (Moure et al., 2001).

11.3. Conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes de molécules
biologiques (Favier, 2003) (Fig.2).
11.3.1. Oxydation de ’ADN

Les espéces réactives de 1’oxygeéne peuvent provoquer des lésions des acides nucléiques
susceptibles d’entrainer des mutations ou d’altérer I’expression des génes. Le radical libre réagit

avec les bases de I’ADN en s’additionnant sur les doubles liaisons (Haleng et al., 2007).
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11.3.2. Oxydation des protéines

Dans les protéines tous les acides aminés sont des cibles potentielles de I’attaque par
les espéces réactives de l'oxygene, particulierement par le radical hydroxyle, de plus,
I’oxydation de la chaine polypeptidique peut conduire a des cassures ou encore a des
réticulations inter ou intramoléculaire. Le dommage oxydatif des protéines peut affecter la
fonction des récepteurs, des enzymes et des protéines de transport, etc., (Haleng et al., 2007).
11.3.3. Oxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des RL, car ils s’attaquent aux
carbones situés entre les deux doubles liaisons, tout en arrachant un hydrogéne. Cette étape, est
I'un des processus dit « la peroxydation lipidique », qui a des conséquences facheuses sur la
cellule, en altérant la fluidité de sa membrane lipidique ce qui conduit inévitablement a
I’apoptose (Haleng et al., 2007).

Chaine 0 Lumiére UV
respiratoire 2 -_—‘"‘“——L‘

{(90% des RDS
ceiiula!res]

* Dismutation *

Anion superoxyde Peroxyde d’h vdmg ENE action de Fenton
—— e
[H202 1 [Fe2+)

—
OH’ + OH" +[Fe3+]]
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Oxvegene singulet

reaction d ‘Haber-Weiss

[02.- +{[Fe3+)
02 +[Fe24]

Radical hydroxyle

o
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des kinases
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Figure 2 : Schéma de différentes formes de ROS (Deby-Dupont et al., 2002).

11.4. Antioxydants
Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble de
complexes et des stratégies des conceptions de systeme antioxydant (Haleng et al., 2007).

Le terme antioxydant désigne toute molécule ayant la capacité de diminuer ou d’arréter
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I’action d’espéces réactives oxygénées, soit directement en inhibant leur production ou bien en
limitant leur propagation, en agissant comme des piégeurs des radicaux libres pour donner
finalement des composés stables (Favier, 2003).
11.4.1. Antioxydants endogénes
11.4.1.1. Antioxydants enzymatiques

Les enzymes existent a 1’état endogene et permettent de protéger les cellules contre les
radicaux libres produits de maniere physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal.
Les principaux systéemes enzymatiques comprennent les super oxydes dismutases (SOD), la
catalase (CAT) et plusieurs formes de glutathion peroxydases (GSH-PX) (Jacob et al, 2006;
Garrel et al., 2007; Menon et Goswami, 2007).
La superoxyde dismutase

Comme l'indique son nom, la superoxyde dismutase (SOD) accélere la dismutation de
l'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, Il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD
ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganese (Mn-SOD) qui different
selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure
quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et al., 2002).
La catalase

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogene
en eau et en oxygéne moléculaire (Sorg, 2004).
Les glutathions peroxydases et reductases

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. La
glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un réle tres important dans la
détoxification du peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultants de
I’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérives réactifs
avec I’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase
(GR), quant a elle, a pour role de régenérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le
NADPH comme un cofacteur (Martinez, 1995; Sorg, 2004). Au total, le mécanisme
réactionnel invogqué dans cette détoxification enzymatique peut étre résumé dans le schéma

suivant (Fig.3).
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Figure 3 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants (Descamps,
2004).

11.4.1.2. Antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux antioxydants enzymatiques, la plupart de ces composés ne sont pas
produits par ’organisme et peuvent provenir de nourriture. Ces composés comprennent de
petites molécules telles que les vitamines, Les caroténoides, les polyphenols, le glutathion et
I’'ubiquinone (Fig.4 et 5). Les antioxydants non enzymatiques sont caractérisés par de faibles
poids moleculaires et la capacité a prévenir et/ou a réduire les dommages au stress oxydatif
(Nimse et Pal, 2015).
La vitamine E

Possede quatre isoméres de tocophérol, o, B, y et & avec une activité antioxydante
variable (Luciano et al.,, 2017). La vitamine E présente dans les huiles végétales,
les pépins, le germe et les grains de blé (Blumberg et al., 2018). L’a -tocophérol (a-TocH) est
la forme la plus active de la classe des tocophérols, elle est liposoluble, se fixe sur la membrane
cellulaire et inhibe la chaine de réactions de peroxydation des lipides en capturant le radical
lipidique peroxyle (LOO.), alkoxyl (LO.) et alkyl (L) (Fig.5 et 6). Elle devient a son tour un
radical moins actif que le LOO. Et pourra alors étre pris en charge par une autre molécule
antioxydante (Liu et al., 2018).
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Figure 4 : Elimination des radicaux libres par le vit. E, la vit. C et le glutathion (Ashor et
al., 2016).

+ L'acide ascorbique ou vitamine C

Est hydrosoluble, Méme si la plupart des mammiferes peuvent la synthétiser,
I'organisme humain en a perdu la capacité au cours de I'évolution. Il doit donc la puiser chaque
jour dans les aliments. Les principales sourcesde vitamine C sont les fruits (en particulier les
baies) et les legumes-feuilles (Ashor et al., 2016). La Vitamine C est un trés bon capteur de
radicaux libres oxygénés aussi bien hautement réactifs tels que les radicaux d’OH.et d’Oz-
(Smirnoff, 2018). Sa capacité de donation d’électrons dans une large gamme de réactions
enzymatiques et non enzymatiques. La Vit. C empéche 1’oxydation des LDL produites par
divers systemes générateurs de radicaux libres. Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol
(Xiong et al., 2017). Ce qui lui permet de jouer son réle d'antioxydant a plusieurs reprises
(Ashor et al., 2016).

+ Le glutathion (GSH)

Un tripeptide(L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) dont la fonction thiol lui confere un
réle d'antioxydant (Pacula et al., 2017). Le glutathion intervient comme agent détoxiquant dont
il participe a la neutralisation de certains radicaux libres et il agit comme cofacteur de ’enzyme
glutathion peroxydase (GPx). Le glutathion réduit (GSH), réduit le H202 et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la GPx (Pacula et al., 2017). Le glutathion peut
aussi réduire d’autres radicaux libres tels que HOCI, LO., LOO. et 1’O2.-, comme il peut reduire
d’autres radicaux de nitrogéne et de carbone pour former le radical thiyl (GS.). Le rapport
glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du
stress oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est consommé et

le glutathion oxydé augmenté (Herzog et al., 2019).
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Figure 5 : Systeme de défense antioxydant (Enzymatique et non-enzymatique) (Mazzetti
et al.,2015).

4+ Les caroténoides
Sont des pigments liposolubles jaunes, orangée a rouge, synthétisés par les plantes et
les microorganismes. En plus de leur activité de provitamine A, les caroténoides sont
généralement de bons capteurs des radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui les rend susceptibles
d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique (Zuluaga et al., 2017). En outre, les
caroténoides ont un role spécifique de capter l'oxygene singulet (102) en neutralisant I’¢électron
non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables, ce qui leur permet d'exercer
une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiére solaire
(Eggersdorfer et Wyss, 2018).
+ Les polyphénols
Sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé. Ils sont largement
distribués dans le régne végétal. Plusieurs études ont montré qu’il y a un rapport inverse entre
la prise d’aliments riches en polyphénols (les fruits et les légumes) et le risque des

maladies reli¢es a 1’age comme les maladies neurodégénératives et les maladies
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cardiovasculaires (Hahn et al., 2017; Fraga et al., 2019). Cette relation est souvent attribuée
aux puissantes activités anti-oxydantes des flavonoides et d’autres polyphénols associées a
leurs propriétés redox permettant d’éliminer ou capture les effets d’espeéces réactives de
I’oxygene ainsi que de chélater les différents métaux de transition et inhibition de ’activité de
certaines enzymes responsables de la production des ERO comme la xanthine oxydase (Xu et
al., 2017; Serino et Salazar, 2019).

11.4.2. Antioxydants exogénes

En général, les antioxydants exogenes de synthéses sont des composés avec des
structures phénoliques de divers degrés de substitution alkylique, parmi les antioxydants
synthétiques : [I'hydroxyanisole butylé (BHA) et I'hydroxytoluene butylé (BHT). Des
restrictions a l'utilisation de ces composes, cependant sont imposées en raison de leur
cancérogeénicité (Velioglu et al., 1998).

Alors que les antioxydants naturels peuvent étre des composés azotés (alcaloides, acides
amines et amines), ou des caroténoides ainsi que, l'acide ascorbique, les composés phénoliques
(flavonoides, tanins et les acides phénoliques) (Haleng et al., 2007).

11.4.3. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants
synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate
propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinoni (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont
efficaces et moins chers que les antioxydants naturels.

11.5. Mécanisme d’action des antioxydants

Les antioxydants sont divisés en deux cateégories en fonction de leur mécanisme
d'action.

11.5.1. Mécanisme d’action des antioxydants piégeurs

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d'énergie pour contrbler leur niveau d'espéces réactives de l'oxygene. Certains composés
antioxydants comme la vitamine E, la vitamine C ou les caroténoides et les polyphénoles
apportés par I’alimentation, agissent en piégeant les radicaux et en captant leur électron
célibataire et en les transformant en molécules ou ions stables. Ce type d'antioxydant est
appelé piégeur ou éboueur (scavenger ou chain breaking antioxidants). 1l existe de plus, des
composés endogenes synthétises par les cellules et jouant le méme role ; le plus important est
le glutathion réduit (GSH) qui protege non seulement contre les radicaux oxygénés, mais

aussi contre les peroxydes ou le NO« (Favier, 2003).
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11.5.2. Mécanisme d’action des antioxydants préventifs

Une autre stratégie utilisée dans la lutte contre le stress oxydant, elle est de nature
enzymatique, visant a détruire les superoxydes et les peroxydes. Ainsi, les superoxydes
dismutases sont capables d’éliminer I’anion superoxyde par une réaction de dismutation.
Cette réaction est catalysée par un métal situé au site actif d’enzyme. Les principales enzymes
capables de détruire le peroxyde d'hydrogéne sont les catalases a cofacteur fer et les
glutathions peroxydases a cofacteur sélénium. Il existe de nombreuses autres enzymes
antioxydantes comme les peroxy redoxines, I'neme oxygénase, la glutathion sélenoindépendant
(glutathion  S-transférase), les thio-redoxines réductases ou les thio-redoxines

peroxydases (Favier, 2003).
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Chapitre I11 Trigonella foenum-greacum L.

111.1. Historique

Le Fenugrec (Fig.6) Compte parmi les plus anciennes plantes médicinales et culinaires de
I’histoire de I’humanité. On seservait déja de ses substances aromatiques dans I'Egypte des pharaons,
environ 1 500 ans avant notre ére, pourembaumer les morts et purifier I’air des habitations et des lieux de
culte. Mille ans apres, le médecin grec Hippocrate le mentionne comme un reméde apaisant. Dés le Vlle
siecle avant notreére, on commenca a la cultiver au Moyen-Orient, puis il fut introduit en Inde et en Chine.
I fut rapidement intégré a la pharmacopée ayurvédique et a la médecine traditionnelle chinoise. (lonescu
et Roman., 2013).

Figure 6 : Plante et graines de Trigonella foenum graecum L. (Ghédira et Oueslati, 2015).

111.2. Systématique de Trigonella foenum-graecum L.

Trigonella foenum-graecum L est connue sous le nom d'alhova et aussi de henegriego ou
Fenogreco (en anglais : Fenugreek, en francais : Fenugrec et en arabe al halba) (Bermejo et
Leon, 1994).
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+ Taxonomie

Tableau 2 : Classification de la plante Trigonella foenum-graecum L. (Inpn, 2015).

Trigonella foenum-greacum L.

Régne Plantae
Sous-Régne Trachiobionta
Division Magnoplyphita
Classe Magnolipsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabaecae
Genre Trigonilla
Espéce Trigonella foenum graecum L.
Nom francais Fenugrec
Nom communs Sénégrain trigonelle
Nom vernaculaires Holba hallba el-halba
Nom kabyle Thifidhasse (Berbeére)

111.3. Distribution géographique de Trigonella foenum-graecum L.

Le Fenugrec est originaire d’Afrique du Nord, du Moyen-Orient et d’Inde, puis il est

largement répandu autour de bassin méditerranéen. Les producteurs

de fenugrec sont I'Inde,

I'lran, le Népal, le Bangladesh, le Pakistan, I'Argentine, I'Egypte, la France, I'Espagne, la

Turquie, le Maroc et la Chine (Fig. 7). Cependant, aujourd’hui il pousse partout dans le monde

(Sheicklar, 2013).
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Figure 7 : Répartition géographique de Trigonella foenum-graecum L. (Sheicklar, 2013).
111.4. Botanique

Les tiges de Fenugrec sont dressees, creuses, avec anthocyanine foncée ou vert
complet. Les tiges, en fonction de la variété, la fertilité des sols et de la densité du
peuplement, sont soit d’une seule ramification sans pousses secondaires, ou de plusieurs
ramifications ou se posent de nombreuses pousses de la base et plus les nceuds (Chabbi,
2010). L’épanouissement des fleurs de Fenugrec, selon la variété, le climat et la saison des
semailles commence environ 35-40 jours a partir de I’ensemencement. Elles sont assises dans
I’aisselle des feuilles ovales et dentée le plus souvent lié (deux a deux), plus rarement solitaires. Il
existe deux types de fleurs : des fleurs cléistogames (fermes) et des fleurs anéictogames (ouverts)
(Petropoulos, 2002). Ses gousses allongées, glabrescentes, longues de 7-10 cm, progressivement

rétrécie en beclong de 3-5 cm (Quezel et Santa, 1962).

Le développement de la graine de cette plante commence a la fécondation de I'ovule
dans le sac embryonnaire, par I'un des pollens males du tube nucléique, et la fusion des deux
noyaux polaires dans le sac embryonnaire avec ’autre tube pollinique. Le résultat est
respectivement la formation de I’embryon et de ’albumen. Le développement de la graine de
fenugrec dure environ 120 jours apres 1’anthése (Campbell et Reid, 1982). L’accumulation
de galactomannanes dans I’endosperme commence environ 30 jours aprés ’anthése et se termine
a environ 55 jours aprés l’anthése. Juste avant le poids frais de la semence commence

a baisser (Campbell et Reid, 1982).
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I11.5. Composition Phytochimie

Les graines de Fenugrec contiennent (Bruneton, 2016; Bellakhda, 1997) :

# Des protéines (30%), des acides aminés dont la 4-hydroxy-isoleucine et d’autres
nucléoprotéines riches en phosphore et en fer.

% Une huile grasse riche en acides gras insaturés et en phytostérols.

# Des glucides : fibres (celluloses, hémicelluloses, etc.) et surtout un mucilage fait de
galactomannanes (représente 25 a 45 % de la masse de la graine) hydrolysable en mannose
et galactose.

4 Des flavonoides : vitexine, vicénines, dérivés de 1’orientine.

# Des saponosides stéroidiques libérant de la diosgénine et de la yamogénine par hydrolyse,
ce qui fait de cette plante une source industrielle intéressante de sapogénines.

# De la trigonelline qui est la méthylbétaine de I’acide nicotinique (un précurseur de la
vitamine PP) et de la trigonelléne considérée comme toxique en cas d’abus (Fig.8).

# Une huile essentielle responsable de I’odeur de la plante.

L
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Figure 8 : La trigonelline présente dans les graines de Fenugrec et la vitamine PP dont elle est le
précurseur (Bruneton, 2016).
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111.6. Effets thérapeutiques de Trigonella foenum-graecum L.

Le Fenugrec compte parmi les plus anciennes plantes médicinales et culinaires. Ses
graines, grace a leurs composés chimiques, se révelent étre d’une grande valeur alimentaire
et présentent de multiples vertus phytothérapeutiques (Harchane et al., 2012). Les graines de

Fenugrec ont révelé des :

+ Propriétés anticholestérolémiante, (Ali et al., 1995; Banquer et al., 2001; Petit et al.,
1995; Xue et al., 2007).

# Stimulante neuromusculaire.

+ Métabolisme général, orexigéne, tonifiante, stimulante de la digestion, favorisant la prise
de poids (Harchane et al., 2012).

+ Apaisante en cas de fiévre, hypolipidémiante (Chevassus et al., 2007).

% Combattant ’anémie grace au fer, combattant la frigidité et I’impuissance. Elles se sont
également averées efficaces pour stimuler ’appétit et la sécrétion d’insuline (Brochard,
2013).

+ Effet antidiabétique, Le Fenugrec joue le role d’un hypoglycémiant aussi par la présence
des fibres solubles ralentissant la digestion et I’absorption des glucides ce qui augmente

I’action de I’insuline. (Hannan et al., 2007; Ramulu et al., 2011).
I11.7. Propriétés du Fenugrec
I11.7.1. Propriétes antioxydantes

Le Fenugrec contient des composes phénoliques et flavonoides qui aident a améliorer sa
capacité antioxydante. Cette propriété pourrait étre utile en empéchant ou en ralentissant le
progres des certaines maladies en raison de I’effort oxydant (Priya et al., 2011), et aussi pour

retarder I'oxydation des lipides dans une variété des produits alimentaires (Madhava et al., 2011).
111.7.2. Propriéteés anti-inflammatoires et hepatoprotective

Le Fenugrec a démontré, lors de recherches in vitro, des capacités anti-inflammatoires et
hepatoprotective. Les graines de Trigonella foenum-graecum L. agissent comme un agent

protecteur contre les anomalies induites dans le foie (Oner et al., 2008). De plus, ses graines sont

23



Chapitre I11 Trigonella foenum-greacum L.

utilisées pour soulager les inflammations, les rhumatismes, les muscles endoloris (Yacoubi et al.,
2011).

111.7.3. Propriétés antimicrobiennes

Les graines de Fenugrec ont des propriétés antimicrobiennes avec un large spectre d’action.
Elles agissent contre les bactéries. Elles produisent des huiles a propriétés toxiques qui
empéchent la croissance de ces bactéries. Des tests non-cliniques suggerent que le Fenugrec

pourrait aussi avoir des effets antiviraux et antifongiques (Thomas et al., 2006).
I11.7.4. Propriétés anti-tumorales

Le Fenugrec s'est avéré efficace contre le développement de cellules tumorales chez des
rats.Ainsi, Le prétraitement avec un extrait de Fenugrec a montré qu’il pourrait améliorer la
numération des cellules macrophages chez les rats. Lorsque ces rats ont ensuite été inoculées avec
des cellules tumorales, la croissance de ces cellules tumorales a été significativement inhibée
(Snehlata et Payal, 2011).

111.7.5. Propriétes anti-cancerigenes

Le Fenugrec a présenté des capacités modificatrices de l'apoptose induite par le
cyclophosphamide et la peroxydation lipidique (Meghwal et Goswami, 2012). Cette propriété du
Fenugrec en fait une plante médicinale prometteuse pour la thérapie complémentaire chez les

patients cancéreux.
111.7.6. Propriétes hypocholestérolémiantes

L’hypocholestérolémie est une carence de cholestérol dans le sang. Les graines de Fenugrec
réduit le cholestérol sérique, les triglycérides et les lipoprotéines. La consommation de Fenugrec
dans le régime alimentaire réduit l'accumulation de triglycérides dans le foie
(Kumar et al., 2013).

111.7.7. Propriétés hypoglycémiantes

Le Fenugrec contribue a stabiliser la glycémie en manifestant une action inhibitrice sur les
enzymes qui genérent le glucose au niveau du foie, notamment chez les diabétiques modérés. En

outre, les graines de Fenugrec améliore I'utilisation du glucose périphérique, ce qui contribue a
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I'amélioration de la tolérance au glucose et exerce son effet hypoglycémiant en agissant au niveau

des récepteurs de l'insuline ainsi qu’au niveau gastro-intestinal (Kumar et al., 2013).
111.7.8. Autres propriétés du Fenugrec
111.7.8.1. Le Fenugrec est nutritif et anabolique

C’est une source de protéines, de vitamines et de minéraux. Ses vertus nutritives
encouragent aussi la repousse des cheveux. Quant a son action anabolique, il aide a gagner en
musculature tout en se débarrassant du gras excédentaire, notamment grace a son contenu élevé en
fibres (Meghwal et Goswami, 2012).

111.7.8.2. Le Fenugrec est un aperitif et digestif

Sa saveur ameére et son potentiel légérement réchauffant font du Fenugrec un apéritif et un
tonique digestif apprécié. Son contenu en huiles essentielles inhibe par ailleurs la formation de gaz

intestinaux lors de la digestion (Madhava et al., 2010).
111.7.8.3. Le Fenugrec est un galactagogue

Enrichit et accroit la production de lait maternel tout en lui ajoutant des huiles essentielles,
ce qui reduit les risques de coliques chez le nourrisson. Cet usage est trés répandu et son efficacité

est attestée par de nombreuses femmes 1’ayant expérimente.
I11.8. Nutrition

Souvent utilisé dans la cuisine orientale, le Fenugrec entre dans la fabrication de melange
d’épices aromatiques, sous différents noms, comme le ras-el-hanout marocain. Dans des pays ou
la malnutrition est Endémique, le Fenugrec agit aussi en tant qu’inhibiteur de ’absorption du fer,
pouvant entrainer des anémies alors que I’apport en fer est adéquat (Adish, 1999). La partie la plus

utilisée est la graine. Quant aux jeunes feuilles, de saveur ameére, elles sont mangées en salade.
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Chapitre I Matériels et Méthodes

I.1. L’objectif

Dans ce travail de recherche, afin de mettre en valeur les graines de T. foenum-greacum
L., une étude a été menée qui consiste a déterminer les teneurs en flavonoides et phénols totaux
et la mise en évidence de I’activité antioxydante de I’extrait hydromethanolique des graines de
T. foenum-greacum L. (le piégeage du radical libre DPPH, le test de décoloration ABTS et le
test de FRAP).

I.2. Matériels et méthodes
1.2.1. Matériels

Les graines de T. foenum-graecum L. (Fenugrec) ont été achetées chez une herboristerie

a la wilaya de Mostaganem 05/2021 et identifier par un botaniste.
1.3. Méthode
1.3.1. Préparation de I’extrait hydro-méthanolique (EHM)

L’extraction des graines de T. foenum- graecum L. a été réalisée suivant la méthode de
(Markham, 1982). 100g de la matiére séche broyee de la plante fenugrec ont été mise a une
extraction dans un mélange hydro alcoolique (80% méthanol). Le mélange est mixé pendant 20
min. Ensuite, une filtration sous vide a été réalisée donnant a la fin un filtrat (1) et un précipité.
Le précipité est soumis a une deuxiéme extraction le mélange est mixeé pendant 20 min.

A I’issu de cette extraction et apres le méme procédé de filtration (sous vide) ; un filtrat
(2) a été récupéré et mélangeé avec le filtrat (1). L’ensemble (filtrat 1+filtrat 2). Par la suite, le
solvant d’extraction est évaporé a une température comprise entre 40 et 50°C. Par conséquent,
I’extrait brut obtenu a éte lyophilisée.

La poudre obtenue sera pesée et conservés a 1’abri de la lumiére dans des flacons en
verre sombre.
1.3.1.1. Calcul du rendement
Le rendement de I’extrait des graines de T. foenum-graecum L.a été déterminé en

calculant le rapport suivant :

o0 Rendement (%) = M / Mo x 100
Vi

M : Masse en gramme de I'extrait brut résultante de lyophilisation.

Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter (initial).
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1.3.2. Analyses phytochimique
1.3.2.1. Dosage des phénols totaux

L’analyse par le réactif de Folin Ciocalteu est la plus utilisée. Le réactif est constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(HzPMo012040). La coloration produite, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents
dans les extraits végetaux (Boizot et Charpentier, 2006).

0,25 ml de I'extrait hydro-méthanolique de la plante a été mélangé avec 1,25 ml de Folin
Ciocalteu (2 mol/L) dilue 10 fois (Fig. 9). Apres 5 min d'incubation, 1 ml de sodium du
carbonate a une concentration de 75 g/L. Le mélange résultant était incubé a température
ambiante pendant 1 h. Les absorbances des échantillons ont été mesurés a 765 nm en utilisant
UV-vis spectrophotometre, Les résultats ont éte exprimés en mg d’équivalent d'acide gallique/g

d'extrait lyophilisé. Toutes les expériences ont eté réalisées en triple (Milliauskas et al., 2004).

plants

—=

1.25 ml de Folin Ciocalten (2 mol / L) dilue 10
fiois

=5

Iml. de sodmm du carbonate a une concentratton de 73 g/L
a ete ajoute et le le volume a été ajuste a 10 ml.

[ 0.25 ml de l'extrait hydro-méthanoclique de 1a ]

¥

Le mélange résultant etait incubé a tempeérature
ambiante pendant 1 h.

Les absorbances des echantillons ont et mesuras a 765 nm ]

Figure 9 : Protocole de dosage des phénols totaux (Milliauskas et al., 2004).
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1.3.2.2. Dosage des Flavonoides

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement (CO), un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium (AICI3). La formation d’un complexe flavonoide-métaux utilisé sous sa forme de
chlorure d’aluminium, ce complexe donne a la solution une coloration jaunatre qui absorbe la

lumiére visible a une longueur d’onde 430 nm (Chang et al., 2002 ; Khelef et al., 2019).

Le contenu en flavonoides de I’extrait hydro-méthanolique a été estimé par la méthode
de (Chang et al., 2002). Un volume d'AlCIz solution méthanolique (0,5 ml, 2%) a été mélangé
avec une solution d'extrait hydromethanolique (5 mL, 0,5 mg/mL). Aprés 10 min, les densites
optiques ont ete enregistrées a 430 nm contre un blanc (mélange de 0,5 mL de solution d'extrait
et 0,5 ml de méthanol). Les résultats ont été exprimes en mg d'équivalents quercétine (QE)/g

d'extrait lyophilisé (Fig.10). Et comparé a la courbe d'étalonnage de la quercétine (0 a 200 mg/L).

Une solution d'extrait + Un volume d'AlCl; solution
méthanolique (5 mL, 0,5Smg / mL) méthanolique (0,5 ml, 2%)

|

[ Incubation pendant 10min ]

!

[ Les absorbances des échantillons ]

ont été mesures a 430 nm

Figure 10 : Protocole du dosage des flavonoides (Chang et al., 2002).
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1.3.3. Evaluation, in vitro, de I’ activité antioxydante
1.3.3.1. Evaluation de I’activité anti-radicalaire par la méthode du DPPH

Cette méthode est basée sur la réduction de la solution alcoolique de DPPH (1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl) en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne et la formation
de la forme non radicalaire DPPH-H (Gulgin et al., 2006 ; AndziBarhé et FeuyaTchouya,
2016). Le DPPH est un radical libre stable de couleur violette, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH" est réduit en diphényle picrylhydrazine par un composé a
propriété antiradicalaire. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Fadili et al., 2017).

La mise en évidence du pouvoir antioxydant, via le test DPPH, a été effectuée par la
méthode decrite par (Zakaria et al., 2008), ou 50 ul de chacun des extraits méthanoliques a
différentes concentrations ont été mélangées avec 5 ml d’une solution méthanolique de DPPH
(0,004%). Apres une période d’incubation de 30 minutes a la température de laboratoire,
I’absorbance a été lue a 517nm (Zakaria et al., 2008). Acide ascorbique (Sigma-Aldrich), un
antioxydant stable, a éte utilise comme référence synthétique (Fig.11).

Le test a éte réalisé en triple et le pourcentage d'inhibition a été calculé en utilisant la
formule suivante :

% d’inhibition = (AB-AA) /AB x100
Ou:
AB : Correspond a absorbance du blanc (absence de molécules testées).
AA : Correspond a absorbance de la solution en présence de molécules testées
(extrait + DPPH).
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5 mL d'une solution méthanolique a 50ul d’extrait de concentrations
0,004% de DPPH. différentes (0,2.0.4.0,6.0.8.1mg/ml)

|

30 min d'incubation dans ['obscurité a
température ambiante

!

Lecture de |"absorbance a 517 nm

Figure 11 : Protocole de I’évaluation de I’activité anti-radicalaire de 1’extrait hydro-
méthanolique de T. foenum-graecum L. par la methode de DPPH (Zuraini et
al., 2008).

1.3.3.2. Test de réduction du radical-cation ABTS*

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS™*
de coloration vert bleu en le transformant en ABTS incolore. Le radical préformé ABTS™ est
généré en présence des ions persulfates. Ce test est simple, opérationnel, reproductible, et peut

étre utilisé dans différents milieux (Bouchouka, 2016).

A une solution d’ABTS dans I’eau 7mM ont été ajoutées une solution de persulfate de
potassium a 2,45mM pour obtenir une concentration finale de 3,5mM (Fig.12). Le mélange a
été agité une nuit dans le noir a température ambiante pour former le radical cation ABTS". La
solution a été diluée dans de le méthanol avant utilisation, afin d’obtenir une absorbance voisine
de (0,700£2) a 734nm.
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5 ml de solution d’ABTS*+ (immédiatement utilisé apres préparation), 50 pl de cette
solution a été ajoutés a chaque série d’extrait (0,2, 0,4, 0,6 et 0,8 et Img/ml). Apres 10min

d’incubation, I’absorbance des solutions a été mesurée a 734nm (Huang et al., 2011).

La capacité antioxydante des extraits de T.foenum greacum L a été exprimée en

pourcentage d‘inhibition du radical ABTS suivant I’équation :

% Inhibition= AC-(AS-AB) /AC *100

AC : Correspond a absorbance du control (sans extrait).
AS : Absorbance de la solution en présence de molécules testées
AB : Correspond a I‘absorbance du blanc. (5ml méthanol + 50ul de I’échantillons).

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; Trolox
dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque

concentration. Le test a éte realisé en triple.
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Solution du persulfate de
potassmm a 2,45 mM

Pouwdre ’ABTS 4 TmM [

Dillution avec
methanol

Solution d"ABTS™
a 2.45mh

Solution d"ABTS™ abs de 0.7 =0,02
4734 nm

a0 _Lll de I"échantillon &
différente concentrations

Sml d"ABTS™ dilue

Aprés 10mm
d’incubation, I'absorbance des solutions a
éte mesurée a 734nm

Figure 12 : Protocole d’étude de I’activité de I’ABTS -+ (Huang et al., 2011).
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1.3.3.3. Test de FRAP

Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans I’extrait a réduire
le fer ferrique Fes+ du complexe ferricyanure en fer ferreux Fez+. La forme réduite donne

une couleur verte proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait (Dar et al., 2017).

Le test FRAP a été conduit conformément a la méthode proposée par (Benzie et Strain
,1996) avec certaines modifications. Le réactif FRAP a été préparé chaque jour a partir de
tampon acétate 300mM (pH 3,6), de chlorure ferrique hexahydraté (FeCls.6H20) 20mM et de
TPTZ 10mM dans HCI 40 mM (Fig.13). Ces solutions ont été mélangées en proportion
respective : 10/1/1 (v/viv) et le mélange a été chauffé a une température de 37°C. 0,3ml d’extrait
de différentes concentrations (0,2. 0,4. 0,6. 0,8 et 1 mg/ml), ont été mélangés avec 300ul d’cau
ultra pure et ensuite avec 9ml de réactif FRAP. Aprés 30 minutes d’incubation, I’absorbance a
été lue a 593nm au spectrophotomeétre. Le controle positif a été représenté par une solution d’un
antioxydant standard ; Trolox (0 a 300umol/l) dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes
conditions que les échantillons. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Singleton et Rossi, 1965).
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Un aliquote (0,3ml) de chaque échantillon
a différentes concentrations

s

[ 9 mL de Solution FRAP ]

T

[ 300 pLL d'eau distillée ]

!

Incubation pendant 30 min dans la
condition sombre

U

L'absorbance du mélange réactionnel a
ensuite été enregistré a 593 nm

Figure 13 : Protocol d’étude de I’activité¢ de FRAP (Benzie et Strain ,1996).
1.3.4. Le calcul de I’'IC50

La concentration inhibitrice a 50% (ICso) est définie comme la quantité d'antioxydants
nécessaires pour diminuer la concentration du radical initial de 50%. Les valeurs de I’IC50 sont
déterminées a partir du tracé graphique de l'activité par rapport a une gamme de concentrations
d’extraits de plante. La plus forte activité antiradicalaire correspond a la fraction qui posséde
I’IC50 la plus faible (Zemmouri, 2015).

1.3.5. Analyses statistiques

Les corrélations ont été établies en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson (r)
dans les corrélations linéaires bivariées (P < 0,01). Toutes les analyses statistiques ont été

réalisées avec le logiciel XL STAT pour Windows.
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I1. Résultats
I1.1. Rendement en extraits

La préparation de I’extrait de la plante étudiée a été réalisée suivant le protocole de
(Markham, 1982). Cette dernicre a été effectuce par des solvants a polarité différente, il s’agit
de I'alcool méthylique et de ’eau. Cette extraction a permis d’obtenir un extrait brut hydro-

méthanolique sous forme lyophilisat.

Les résultats montrent que le rendement en extrait hydro-méthanolique est 5,7%, Bien

que l'eau et le méthanol soient les meilleurs extracteurs pour les composants actifs de la plante.
I1.2. Teneur en phénols totaux

Le dosage des polyphénols, a été effectué par la méthode spectrophotométrique
(Annexe.l), en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Le dosage des polyphénols totaux des
extraits des graines de 7. foenum greacum L. a été calculé en équivalent d’Acide gallique
(Annexe.l). Pour cela, une courbe d’étalonnage a été tracée avec un extrait d’A.G. Et des
mesures de la densité optique pour I’extrait ont été réalisées a 765 nm. Les quantités de
polyphénols correspondantes ont été rapportées en équivalent d’un milligramme de 1’étalon
utilisé par gramme d’extrait lyophilis¢ (mg EAG/g) et déterminées par I’équation de régression

linéaire de la courbe d’étalonnage y = 0,0588x Avec R?>= 0,9985.

Ces résultats montrent que I’extrait hydro-méthanolique des graines est riche en phénols

totaux avec une teneur de 1’ordre de (701,36+0,01 mg EAG/g) (Tab.3).
I1.3. Teneur en flavonoides

La quantification des flavonoides a été réalisée par la méthode colorimétrique
(Annexe.l), en utilisant le trichlorure d'aluminium (AICI3). La quercétine considérée comme
contrdle positif a permis de réaliser une courbe d’étalonnage (Annexe. I), d’ou la teneur en
flavonoides a été calculée. Les résultats ont été exprimés en mg équivalent de la quercétine par
gramme d’extrait lyophilisé (mg EQ/g). La formule de la régression linéaire obtenu pour cette

courbe est de y = 0,53x+0,018 avec un coefficient de corrélation R* = 0,9938.

Les résultats obtenus révelent que I’extrait hydro-méthanolique des graines riches en

flavonoides avec une teneur (206,52+0,03 mg EQ/g) (Tab.3).
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Tableau 3 : Les teneurs en phénols totaux et les flavonoides de I’extrait hydro-méthanolique
de T.foenum greacum L.

Extrait Phénols totaux Flavonoides

Extrait hydro-méthanolique | 701,36+0,01 mg EAG/g 206,52+0,03 mg EQ/g

Les valeurs sont exprimées en moyenne + Ecart type
I1.4. Activités antioxydantes
I1.4.1. L’activité anti-radicalaire par la méthode du DPPH

L’activité antioxydante de I’extrait hydro-méthanolique de 7. foenum greacum L. vis-
a-vis du radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotomeétre en suivant la réduction de
ce radical qui s’accompagne par son passage, de la couleur violette (DPPH.) a la couleur jaune
(DPPH-H) mesurable a 517 nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution
de I’absorbance induite par des substances anti-radicalaires, et comparée avec I’acide
ascorbique (Annexe.Il) comme antioxydant synthétique. I1 est aussi important de noter que
I’activité scavenging du radical DPPH dépend de la concentration des extraits. Car, plus la

concentration est élevée plus le pourcentage d’inhibition augmente (Annexe.III).

La détermination de I’activité antioxydante révele que I’extrait hydro-méthanolique des
graines possede une activité de piégeage du radical DPPH importante. L'activité antioxydante
est directement proportionnelle a la concentration ,ou culmine-t-il (96,454+0,50) % a la

concentration Img/ml et minimum (31,31+4,04) % a la concentration 0,2 mg/ml (Fig.14).
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Extrait hydrométhanolique des graines
120 4 R’=0,99
100 -

80 -

% d'inhibition
(o))
o
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O T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentrations en mg/ml

Figure 14 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de I’extrait
hydro-méthanolique de T.foenum greacum L.

Acide ascorbique
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de I’acide
ascorbique
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La concentration de I’échantillon a laquelle le pourcentage d’inhibition est & 50% se
défini comme IC50. La valeur de I'IC50 est négativement reliée a I’activité antioxydante, plus
la valeur d’IC50 est petite plus I’activité antioxydante de I’extrait testé est grande. Les résultats
obtenus a partir de l'extrait hydro-méthanolique des graines, ou est la concentration inhibitrice
IC50pppu (0,44+0,005) mg/ml. Cela signifie que I’activité antiradicalaire de 1’extrait est trés
importante. Et d’autre part cette activité est inférieure a la capacité du piégeage du radical
DPPHe de la substance de référence acide ascorbique (0,15+0,004) mg/ml (Tab.4).

Tableau 4 : Concentration d’inhibition d’IC50 de I’extrait hydro-méthanolique des graines de
T.foenum greacum L. et de acide ascorbique vis-a-vis le radical DPPH.

Extrait IC50pppH (mg/ml)
Extrait hydro-méthanolique 0,44+0,005
Acide ascorbique 0,15+0,001

Les valeurs sont exprimées en moyenne + Ecart type
11.4.2. Test ABTS

Le radical ABTS" est largement utilisé pour déterminer I’activité antioxydante des
extraits de plantes, en contact avec un donneur de H' conduit a la formation de ’ABTS et a la
décoloration de la solution a 734 nm. Une comparaison est faite avec la capacité du Trolox
(Annexe.Il) (analogue structural hydrosoluble de la vitamine E) a capturer ABTS'. La
décroissance de I’absorbance causée par I’antioxydant refléte la capacité de capture du radical
libre. La capacité antioxydante exprimée en équivalent Trolox (TEAC), correspond donc a la
concentration de Trolox ayant la méme activit¢é que la substance a tester a une certaine
concentration. Les résultats de 1’activité anti-radicalaire, vis-a-vis du radical ABTS", du
standard et d’extrait sont exprimés en pourcentage d’inhibition (Annexe.Ill) et représentés

dans les Figures (16 et 17).

D’apres les résultats illustrés, ’extrait de 7.foenum greacum L. a montré de puissants
effets scavenger contre le radical ABTS a différentes concentrations. Le pourcentage
d’inhibition le plus élevé est de (99,27+0,08) % a la concentration 1mg/ml et le faible est de
(32,16+0,73) % a la concentration 0,2mg/ml. Par contre, le Trolox a montré un pourcentage

d’inhibition maximale de (64,02+0,16) % a une concentration de 0,1 mg/ml.
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Extrait hydro-méthanolique des graines
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition d’ABTS en fonction des concentrations de 1’extrait
hydro-méthanolique de T.foenum greacum L.

Trolox
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Figure 17 : Pourcentage d’inhibition d’ABTS en fonction des concentrations de Trolox
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Par ailleurs, il est a constater que I’extrait hydro-méthanolique posséde une activité anti-
radicalaire tres élevé avec une IC50apts de (0,42+0,005) mg/ml. Alors que cette activité est
inférieure a celle obtenus par le standard utilisé (Trolox) qui est de (0,08+0,001) mg/ml (Tab.5).

Tableau 5 : Concentration d’inhibition d’IC50 de I’extrait hydro-méthanolique des graines de
T foenum greacum L. et Trolox vis-a-vis le radical ABTS.

Extrait IC5048Ts (mg/ml)
Extrait hydro-méthanolique 0,42+0,005
Trolox 0,08+0,001

Les valeurs sont exprimées en moyenne + Ecart type

11.4.3. Test de FRAP

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait a donner un ¢€lectron et a réduire le fer
ferrique en fer ferreux. La couleur jaune de la solution de ferricyanure de potassium vire vers
une couleur bleue verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de ’extrait. Les valeurs
des densités optiques en fonction des différentes concentrations en font possibles de tracer des

courbes de I’extrait étudié, (Fig.18).

Les résultats ont montré que la capacit¢ de réduction est proportionnelle a
'augmentation des concentrations utilisées pour I’extrait étudié. L’extrait hydro-méthanolique
(Annexe.Ill), possede le grand pouvoir réducteur moins ¢élevé (0,49+0,07) mg/ml a une
concentration 1mg/ml et faible (0,20+0,003) mg/ml a concentration 0,2mg/ml, et correspondant
une IC50 grap de (0,49+0,07) mg/ml. On constate que Cet extrait est une activité réductrice
supérieur a celui de Heptahydrate du sulfate ferreux (FeSO4)7H20O (Annexe.Il) avec un 1C50
de (0.87+0,08) mg/ml (Tab.5).
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Extrait hydrométhanolique des graines
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Figure 18 : Absorbance de FRAP en fonction des concentrations d’extrait hydro-méthanolique
de T.foenum greacum L.
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Figure 19 : Absorbance de FRAP en fonction des concentrations de (FeSO4) 7H>O.

41



Chapitre 11 Résultats

Tableau 5 : Concentration d’inhibition d’IC50 des graines de T.foenum greacum L. et de
(FeS04)7H,0 vis-a-vis le FRAP.

Extrait IC50FrAP (mg/ml)
Extrait hydro-méthanolique 0,49+0,07
Heptahydrate du sulfate ferreux 0,87+0,08
(FeSOy4) 7H20

Les valeurs sont exprimées en moyenne + Ecart type.

Tableau 7 : Concentration d’inhibition IC50 de I’extrait des graines de T.foenum greacum L.
Vis-a-vis le DPPH, ABTS et le FRAP.

IC50 (mg/ml)
Extrait ICS0pppru ICS504BTS ICS0rrAP
Extrait hydro-méthanolique 0,44+0,005 0,42+0,005 0,49+0,07
Acide ascorbique 0,15+0,004
Trolox 0,08+0,001
(FeSO4)7H,0O 0,87+0,08

Les résultats de I'IC50 de DPPH, ABTS et FRAP (0,43+0,01) mg/ml et (0,42+0,002)
mg/ml (55,22+0,11) mg/ml respectivement montrent que I’extrait des graines de T.foenum
greacum L. possede une capacité de piéger des radicaux DPPH, ABTS et FRAP tres élevé
(Tab.7).

11.4.4. Corrélation de DPPH, ABTS et le FRAP

Le coefficient de Pearson est un indice reflétant une relation linéaire entre deux variables
continues. Le coefficient de corrélation varie entre -1 et +1, 0 reflétant une relation nulle entre
les deux variables, une valeur négative (corrélation négative) signifiant que lorsqu'une des
variables augmente, l'autre diminue ; tandis qu'une valeur positive (corrélation positive) indique

que les deux variables varient ensemble dans le méme sens.
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Chapitre 11

Résultats

Selon les résultats obtenues (Tab.8), il y avait une bonne corrélation entre les activités

antioxydantes basées sur le dosage d’ABTS et FRAP et le piégeage des radicaux DPPH de

I’extrait hydro-méthanolique de T.foenum greacum L.a corrélation élevée est de (r = 0,922) de

DPPH et d’ABTS.

Tableau 8 : Les coefficients de corrélation de DPPH, ABTS et FRAP de I’extrait hydro-
méthanolique de T.foenum greacum L.

FRAP ABTS DPPH
FRAP 1 -0,932 -0,883
ABTS -0,932 1 0,922
DPPH -0,883 0,922 1

Pa ailleurs, une forte corrélation a été montré entre les teneurs en phénols totaux et les

flavonoides et I’activité antioxydante de I’extrait hydro-méthanolique des graines de T.foenum
greacum L. . La corrélation la plus élevé est de r = 0,971 (Tab.9).
Tableau 9 : Les coefficients de corrélation entre les phénols totaux, les flavonoides et ’activité

antioxydante (DPPH, ABTS et FRAP) de D’extrait hydro- méthanolique de
T.foenum greacum L.

Phénols totaux | Flavonoides | FRAP ABTS DPPH
Phénols totaux 1 0,834 0,859 -0,660 -0,843
Flavonoides 0,834 1 0,435 -0,137 -0,408
FRAP 0,859 0,435 1 -0,947 -0,949
ABTS -0,660 -0,137 -0,947 1 0,971
DPPH -0,843 -0,408 -0,949 0,971 1
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Trigonella foenum-graecum L. est une plante bien connue en médecine traditionnelle et
bien que toutes les recherches connexes se soient limitées a ses effets antidiabétiques et
hypocholestérolémiants. Il a été découvert récemment que les métabolites secondaires des
graines de fenugrec ont une puissante capacité antioxydante et antiradicalaire in vivo
(Kaviarasan et al., 2009) contre le stress oxydatif induit par plusieurs toxines. Cette étude
visait a cribler les phytoconstituants ; phénols totaux, flavonoides de Trigonella foenum
greacum L. et évaluer 'activité antioxydante de I’extraits hydro-méthanoliques. En effet, leur
role d'antioxydants naturels suscite de plus en plus d'intérét dans la prévention et le traitement
du cancer, maladies inflammatoires et cardiovasculaires (Varban et al., 2009).

Le résultat obtenu montre que le rendement d’extraction de I’ordre de 5,7 % est inférieur
a ceux de (Bencheikh et al., 2020) qui étaient de 55,24 % d’extrait aqueux. Par contre, des
résultats postérieurs ont montré que I’extrait éthanolique de 7. foenum greacum L. est faible
(Sakhria et al., 2017). De plus, cette différence de rendement est liée aux rigueurs climatiques
conditions (température ¢élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité). Il est important de
souligner que la méthode utilisée ainsi que les conditions dans lesquelles I’extraction a effectuée
(a chaud ou a froid), affectent tous le contenue en phénols et les flavonoides, et par conséquent
influent sur les activité biologique (Lee et al., 2013). Ces multiples parameétres a optimiser,
rendent difficile I’¢laboration d’un procédé d'extraction appropri¢é a tous les composés
phénoliques des plantes (Naczk et Shahidi, 2006; Najjaa et al., 2020).

Concernant Le dosage des phénols totaux et des flavonoides (701,360,011 mg EAG/g)
et (206,52+0,03 mg EQ/g) respectivement. Ces teneurs sont supérieures a ceux de (Rahman
,2017) qui étaient de (1,398+0,02 mg GAE/g E) et la teneur en flavonoides dans I'extrait
méthanolique était exprimée en pourcentage d’acide catéchine (1,847+0,14 mg CE/g E).
D'aprés les résultats obtenus par (Lahlou et al., 2019) sur les graines de 7. foenum greacum L.
de Morocoo, la teneur en phénols totaux dans I’extrait éthanol/dichloromethane était d’environ
(2,16+0,67 mg GAE/g). La teneur en flavonoides dans I’extrait flavonoidique a été exprimée
en mg équivalent rutine par gramme d’extrait (mg Eq Rut/g d’extrait), était d'environ
(195,824+0,82 mg Eq Rut/g d’extrait) (Bakli, 2020). Ainsi que les résultats obtenus de
(Bencheikh et al., 2020) montrent que les teneurs en phénols et les flavonoides sur ’extrait
aqueux des graines de T. foenum greacum L. environ (272,63 + 0,09 mg/g E) et (95,85 + 0,002
ng/g) respectivement. Ces résultats restent inférieurs aux contenus obtenus dans ce travail. Ce

résultat peut étre expliquée par les facteurs génétiques des plantes ainsi qu’a 1’origine
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géographique, aux conditions climatiques et de la récolte. La nature et le volume du solvant, la
masse de la poudre et le temps de contact avec le solvant (Hadjadj, 2017). Et par la polarité
des solvants et la méthode utilisée (Goli et al., 2004; Spigno et al., 2007; Park et Jhon, 2010;
Najjaa et al., 2020). Le degré de maturation de la plante et la durée de stockage a une flore
influence sur le contenue en composés phénoliques (Cheurfa et Allem, 2015). En plus, la
teneur en phénols totaux extraite de la plante était effectuée par la polarité du solvant 1’eau et
¢thanol ou méthanol sont souvent recommandés pour la préparation d’extrait en raison de leur
polarité (Zeghad et al., 2019). De plus, ils ont été sélectionnés comme solvant dans cette étude
(Sydney et al., 2016).

Les IC50 sont inversement proportionnelles a l'effet scavenger dont les valeurs
faibles refleétent un effet antiradicalaire important (Fadili et al., 2017).

Pour le DPPH, Les résultats obtenus de I’IC50pppu (0,44+0,005 mg/ml) montre que
I’activité antioxydante du radical DPPH sur les graines de 7. foenum greacum L.est supérieure
a ceux de (Lahlou et al., 2019) qui est de 35,64 ug/ml pour I'IlC50 et de 49,98% pour le
pourcentage d’inhibition de I’extrait méthanolique. Par contre, les valeurs obtenues a partir d’un
extrait flavonoidique de 7. foenum greacum L.est de (0,004 + 0,001 mg/ml) (Bakli, 2020.
D’autre part, ’extrait méthanolique; I’extrait acétonique; 1’extrait aqueux; I’extrait de n-hexane
de T. foenum greacum sont de I’ordre de (12,5+0,54, 16,1+0,42, 19,05+0,32, 15,8+0,625 ug/ml)
avec des pourcentages d’inhibition en DPPH 23,2%, 18,01%, 15,22% et 18,35% (Jaradat et
al., 2016). Ces résultats confirment une activité antioxydante supérieure a celui obtenu. Il est
connu que les composés phytochimiques tels que, les phénols totaux et les flavonoides sont
principalement responsables de cette activité antioxydante (Norziah et al, 2015). La forte
activité de piégeage des extraits peut étre due a des composés phénoliques qui possédent une
structure chimique idéale pour une activité de piégeage des radicaux libres (Djidel et al., 2013;
Zbadi et al., 2018). D’autre part, par la synergie entre le mélange de composés phénoliques
présents dans le méme extrait qui ne dépend pas seulement de leur concentration, mais aussi de
leur structure (Zbadi et al., 2018). Des études sur la relation entre la structure chimique des
composés phénoliques et leur capacité a piéger les radicaux libres ont montré que l'activité de
piégeage dépend du nombre, de la position et de la nature des substituts des cycles B et C et du
degré de polymérisation (AndziBarhé et FeuyaTchouya, 2016).

Le plus haut pourcentage d'inhibition contre ABTS a été observé en extrait hydro-
¢thanolique et extrait méthanolique 98,5+0,10 et 97,7+0,07 % respectivement (Dhull et al.,
2020). Ces derniers concordent avec celui obtenue IC50agTs (0,420,005 mg/ml). Ces résultats

peuvent étre dus aux faites que cette plante est aussi riche en différents types d’alcaloides. La
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synergie entre ces derniers peut expliquer leur pouvoir antiradicalaire important a piéger le
radical ABTS". 1l est conclu que les composés phénoliques de poids moléculaire plus élevé
ayant une faible polarité contribuent efficacement a ’activité antioxydante totale de I’extrait de
T. foenum greacum L. (Mokrani et Madani, 2016).

D’autre part, Les résultats de (Benziane et al.,2019) montrent que [’activité
antioxydante de I’extrait aqueux de 7. foenum greacum déterminées par le test de FRAP étaient
de 56,37+0,24 mg AAE/100g, 56,90+0,013 mg AAE/100g pour I’extrait de macération et
décoction respectivement. L’extrait méthanolique, aqueux, tanique, flavonoidique montrent
une IC50 de 5,09+0,07 ; 4,27+0,06 ; 1,86+0,01 et 0,75+0,01 mg/ml respectivement (Bakli,
2020). Ces résultats montrent que le pouvoir réducteur est inférieur que celui obtenue IC50rrap
0,49+0,07mg/ml. Par conséquence, I’extrait aqueux de 7. foenum greacum L.a exhibé une forte
activité antioxydante. La capacité réductrice des composés est 1’indicateur majeur de leurs
potentiels activités antioxydantes (Dar et al., 2017). Le pouvoir réducteur et la teneur totale en
phénoliques et en flavonoides peut étre une raison de l'activité élevée du pouvoir réducteur
(Ebrahimzadeh er al., 2018). Cette activit¢ pourrait étre attribué majoritairement aux
polyphénols présents dans la plante (Bekara et al., 2016).

Le coefficient de corrélation est indépendant des unités de mesure des variables, ce
qui autorise les comparaisons. La mesure est normalisée (Revelle, 2015).

Ces résultats obtenus corroborent aux résultats de (Rahmani, 2017) de I’extrait
méthanolique de T.foenum greacum L.qui montrent une forte corrélation positive R= 0,987
entre les composé phénolique et I’activité antioxydante. Ainsi que 1’étude de (Leena et al.,
2014) qui confirment aussi une corrélation trés ¢levée entre les composés phénoliques et

I’activité antioxydante de I’extrait de 7. foenum greacum L.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont considérées comme une source de matieres premiere
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
médicaments. Trigonella foenum-greacum L. est un agent antioxydant naturel prometteur et
non toxique. Le présent travail a pour objectif 1’étude de la teneur en flavonoides, phénols
totaux et I’évaluation du pouvoir antiradicalaire de 1’extrait des graines de T. foenum-greacum
L.

Le rendement de I'extrait obtenu était faible par rapport a I'efficacité des solvants étudiés
eau et méthanol.

La quantification des composés phénoliques des graines de T. foenum-greacum L. a
montré son abondance et sa richesse en flavonoides et en phénols totaux.

L’activité antioxydante des graines de la plante a été évaluée, in vitro, par les trois
techniques : DPPH, FRAP et ABTS. Les résultats du piégeage du radical libre DPPH et
scavenger contre le radical ABTS montrent un pouvoir antioxydant puissant de I’extrait hydro-
méthanolique. L’activité antioxydante par la méthode FRAP a également montré que la capacité
de réduction est proportionnelle a I'augmentation des concentrations utilisées pour 1’extrait
étudie. Ces données confirment I’activite antioxydante intéressante et la capacité des graines de
T. foenum-greacum L.de piégeage de radicaux libres.

Pour la matrice de corrélation, les résultats ont révélé la présence de plusieurs
correlations entre divers parameétres, les plus importantes sont entre la teneur en phénols totaux,
en flavonoides de l'extrait hydro-méthanoliques et I’activité antiradicalaire DPPH et ABTS
ainsi que test FRAP. Aussi, entre les antioxydants et les activités antioxydantes.

Pour conclure, le fenugrec d’origine Algérien est susceptible d’avoir un intérét,
médicinale et a I’industrie pharmaceutique au méme temps, grace a sa richesse en substances
nutritives, en composes phytochimiques (phénols, saponines et huiles essentielles). C’est pour
cette raison que le patrimoine végétal doit étre absolument préservé dans sa diversité et dans
son étendue.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans
I’investigation du pouvoir antioxydant de cette plante ; une étude in vivo est souhaitable, pour

obtenir une vue plus approfondie sur leurs effets.
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Tableau 1 : Densité optique des phénols totaux de I’extrait hydrométhanolique de T.foenum

greacum L.

Conc(mg/ml) | Répétition 1| Répétition 2 Répétition 3

0,1 0,404

0,425 0,408

Tableau 2 : Densité optique des flavonoides de I’extrait hydrométhanolique de T.foenum

greacum L.

Conc(mg/ml) | Répétition 1| Répétition 2 Répétition 3

0,5 0,693 0,766 0,745
Acide galique
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Figure 1 : Absorbances des phénols totaux en fonction des concentrations d’acide galique.
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Figure 2 : Absorbances des flavonoides en fonction des concentrations de quercétine
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Tableau 3 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de I’acide

ascorbique.
Conc(mg/ml) | Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3| Moyenne Ecart type
0 0 0 0 0 0
0,05 16,6 15,98 16,2 16,26 0,28114053
0,1 31,1 33,54 30,31 31,65 1,50601461
0,15 52,55 46,87 47,87 49,0966667 | 2,71206686
0,2 65,44 65,01 60,26 63,57 2,57111649
0,25 78,9 78,83 78,98 78,9033333 | 0,06713171
0,3 91,65 92,8 95,1 93,1833333 | 1,57119912
IC50 0,15 0,158 0,159 0,15566667 | 0,0044121

Tableau 4 : Pourcentage d’inhibition du ABTS en fonction des concentrations de Trolox.

Conc (mg/ml) | Répétition 1 | Répétition 2 | Repétition 3| Moyenne Ecart type
0 0 0 0 0 0

0,02 33,11 31,6 31,77 32,16 0,73978375
0,04 59,69 56,35 58,02 58,02 1,49369341
0,06 86,28 89,46 87,95 87,8966667 | 1,42273914
0,08 95,98 97,15 96,82 96,65 0,53955537
0,1 99,16 99,33 99,33 99,2733333 | 0,08778762
IC50 0,43 0,42 0,42 0,42 0,005

Tableau 5 : Pourcentage d’inhibition du FRAP en fonction des concentrations de

(FeSO4)7H20.
Conc(mg/mL) | Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3| Moyenne Ecart type
0 0 0 0 0 0
0,1 0,164 0,16 0,163 0,16233333 | 0,0018619
0,2 0,252 0,255 0,258 0,255 0,00268328
0,3 0,365 0,363 0,361 0,363 0,00178885
0,4 0,495 0,48 0,487 0,48733333 | 0,00671317
0,5 0,533 0,535 0,54 0,536 0,0032249
0,6 0,695 0,684 0,671 0,68333333 | 0,01074554
IC50 43,01 43,51 43,59 43,37 0,31432467
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Tableau 6 . Pourcentages d’inhibition de DPPH de I’extrait hydro-méthanolique de
T.foenum greacum L.

Conc(mg/ml) | Répétition 1 | Répétition 2| Répétition 3 | Moyenne Ecart type
0 0 0 0 0 0
0,2 35,35 21,27 31,31 31,31 4,04
0,4 60,16 60,21 68,68 63,0166667 | 4,90465425
0,6 82,82 84,84 83,83 83,83 1,01
0,8 87,37 86,86 87,37 87,2 0,29444864
1 96,46 95,95 96,96 96,4566667 | 0,50500825
IC50 0,44 0,45 0,44 0,44 0,005

Tableau 7 : Pourcentages d’inhibition de ABTS de I’extrait hydro-méthanolique de T.foenum
greacum L.

Conc (mg/ml) | Répétitionl | Répétition2 | Répétition3 Moyenne Ecart type
0 0 0 0 0 0
0,2 33,11 31,6 31,77 32,16 0,73978375
0,4 59,69 56,35 58,02 58,02 1,49369341
0,6 86,28 89,46 87,95 87,8966667 | 1,42273914
0,8 95,98 97,15 96,82 96,65 0,53955537
1 99,16 99,33 99,33 99,2733333 | 0,08778762
IC50 0,42 0,42 0,42 0,42 0,002

Tableau 8 : Pourcentages d’inhibition de FRAP de I’extrait hydro-méthanolique de T.foenum
greacum L.

Conc(mg/ml) | Répétition 1 | Répétition 2| Répétition 3 Moyenne Ecart type
0 0 0 0 0 0

0,2 0,208 0,212 0,204 0,208 0,00357771

0,4 0,451 0,468 0,459 0,45933333 0,00760701

0,6 0,549 0,55 0,548 0,549 0,00089443

0,8 0,722 0,711 0,734 0,72233333 0,01028915

1 0,86 0,861 0,857 0,85933333 0,0018619

IC50 55,3 55,29 55,07 55,22 0,11627553




Annexe

Annexe IV :

DPPH ABTS FRAP
-1 -1 — — o 1
[ J L
+ 0,8 + 0,8 T 08
e | 06 o 06 106 4
° + 0,4 ° + 0,4 + 0,4 E
+ 0,2 + 0,2 T 02
[ J [ ]
: ) : : ) : 0
0,1 0 0,4 0,2 0 1 0,5 0
- — 0,4 — 2 e T 04
+ 0,3 - 1,5 T 03
i
® 4 | [ J 4
0,2 1 02 &
P
+ 0,1 - 0,5 T 01
: ®e 0o : | 0 e e, 0
0,1 0 0,4 0,2 0 1 0,5 0
— -1 — 0,15 — 0,15
+ 0,8 ° °
+ 01 + 01
1 , 1 g
0,6 8
+ 04
+ 0,05 + o005 €
T 0.2 © ° o °
: 0 : : LA e : 0
0,1 0 0,4 0,2 0 1 0,5 0
DPPH ABTS FRAP
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Corrélation de Person entre les composés phénolique (phénols totaux et les
flavonoides) et I’activité antioxydante (DPPH, ABTS et le FRAP).



	Les corrélations ont été établies en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson (r) dans les corrélations linéaires bivariées (P < 0,01). Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel XL STAT pour Windows.

