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Introduction

Les plantes produisent une gamme impressionnante de substances chimiques. La plupart
de ces produits sont basés sur le carbone et connus sous le nom de métabolites primaires et
secondaires. Les métabolites primaires sont communs pour toutes les espéces et peuvent étre

subdivisés aux protéines, lipides, glucides et acides nucléiques (Sell, 2003).

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
l'organisme de la plante, ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures. Ces
composés marquent de manicre originale, un genre, une famille ou une espéce de plante et
permettent parfois d'établir une taxonomie chimique. On trouve ces métabolites secondaires dans
toutes les parties des plantes, mais ils sont distribués différemment selon leurs roles, cette

distribution varie d'une plante a l'autre (Epifano et al, 2007).

Depuis longtemps, I’homme a utilis¢ des remédes traditionnels a base de plantes (tisanes,
poudres et décoctions), pour se soigner. Les plantes médicinales représentent une des principales
sources pour la découverte des médicaments. L’intérét de 1’étude et de ’utilisation des plantes
médicinales a mené a la caractérisation et a ’identification de molécules majeures et a 1’isolation

de composés chimiques actifs d’une importance thérapeutique incontestable (Leduc e al., 2006).

Selon I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), pres de 65 a 80% de la population
mondiale, essentiellement dans les pays en développement, utilisent principalement des plantes
médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé primaires, en raison de la pauvreté et du
manque d'accés a la médecine moderne. Malgré les progres remarquables dans le domaine de la
chimie organique au XXe siecle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays développés
tirent leurs actifs directement ou indirectement des plantes médicinales traditionnelles (Newman

et al., 2000).

L’ Algérie, de sa position géographique, présente une large gamme d’étages bioclimatiques,
induisant une biodiversité de plantes utilisées comme condiments, aliments naturels et pour des
buts thérapeutiques (Emberger, 1971). Elle possede une flore représentée par 4125 plantes
vasculaire inventoriées, réparties en 123 familles botaniques (Kaabeche, 2013). Cette richesse fait
que 1'é¢tude de la flore algérienne présente un énorme intérét scientifique pour les chercheurs en

ethnobotanique, pharmacopée ou dans le domaine de la valorisation des substances naturelles.

L’ Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singulierement
riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15 % endémique et appartenant

a plusieurs familles botanique (Djahra et al., 2014).



Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal se trouve la
Trigonella foenum-graecum L, c’est une herbacée annuelle appartenant a la famille des Fabacées.
Elle se trouve partout dans le monde, mais elle est d’origine méditerranéen. Elle est largement
connue par ses propriétés meédicinales et nutritionnelles trés importantes du aux composés

phytochimiques présents dans les extraits des feuilles de cette plante (Rahmani et al., 2015).

L'objectif de notre travail vise a :

e La préparation des extraits a partir des feuilles de Trigonella foenum- graecum L.

e Screening phytochimique des extraits.

e Affirmer la richesse de notre plante en polyphénols et en flavonoides.

e [’¢tude de I’activité antioxydante des extraits de la plante par le test de piégeage du

radical DPPH et le test de pouvoir réducteur du fer (FRAP).



I. Matériels et méthodes

I.1. Matiére végétale
Notre travail a porté sur les feuilles de la plante 7rigonella foenum-graecum L récoltée dans
la région de Bordj senonci wilaya de Laghouat. Au mois de novembre 2021. La plante étudiée est

séchée a I’abri de ’humidité.

Tableau 1: Caractérisation de la plante étudiée.

Description Photos

Noms vernaculaires :
- En arabe : 4l

se trouvent dans les pays d’Europe, Nord et

Sud d’Afrique, Asie centrale et Australie

Classification botanique :

Reégne : Plantae.

Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae.

Genre : Trigonella L.

Espéce : Trigonella foenum-graecum L

Feuilles : Il existe aussi des nombreuses
ramifications sur la tige et elle posséde des
feuilles de forme ovale séparées en trois
parties (trifoliolées) (Moradi kor et al., 2013).

Fleurs : Les fleurs de fenugrec est sessile, dite
papilionacée, assez grandes, de couleur jaune
pale a violet claire, se compose d'un calice a
cing sépales non divisés, d'une corolle a cing
pétales libres de forme triangulaire (Oueslati
et al., 2015).

Les Fleurs




Fruit : Le fruit est une gousse allongee,
arquee, qui renferme de 10 a 20 graines, tres
dures, aplaties, mesurant 3 a 5 mm de long et
2 a 3 mm de large, de couleur brun clair a brun
rougeétre, marquees par un sillon qui délimite
les deux parties inégales (Ghedira et al.,
2010).

Propriétés thérapeutiques :

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).
Il est utilisé pour :

e Stimuler [Dappétit, soulager les
troubles digestifs et respiratoires, et
redonner de I’énergie aux
convalescents et aux personnes
déprimées.

e Lutter contre la chute des cheveux.

e Traiter les ulceres de jambe, la goutte,
les douleurs musculaires et I’eczéma.

e Prévenir ’apparition de certains types
de cancers, en particulier du colon, du
sein, et de la vésicule biliaire.

e Arréter la constipation.

e Eliminer les infections et les

inflammations des voies respiratoires.

Graines




e Soigner les blessures cutanées et les
douleurs rhumatismales (Yadav et al,
2014).

1.2. Méthodes

L’ensemble des méthodes expérimentales que nous avons mené dans ce travail se structure
comme le montre 1’organigramme ci-apres

Matiere végétale sec

Extraction des composés phénoliques

Te§ts. Dosages Evaluation de P’activité
Phytochimiques anti-oxydante
Polyphénols
Test DPPH
Flavonoides
Test FRAP
Flavonols

Schéma 1 : Organigramme expliquant les différentes étapes expérimentales.



1.2.1. Etude phytochimique

1.2.1.1. Séchage et Broyage

Les feuilles ont été¢ broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a I'obtention d’une
poudre tres fine, puis tamisées par un tamiseur, la poudre obtenue a été conservée dans des sacs en
papier et stockée a I’abri de la lumicre et de ’humidité jusqu’a I’utilisation (figure 1).

Figure 1 : les parties récoltées de Trigonella foenum-graecum L

[.2.1.2. Extraction des composés phénolique
Dans la présente étude, la méthode utilisée est celle de I'extraction par macération, en
utilisant un mélange hydro éthanolique afin d’obtenir des extraits enrichis en molécules d’intérét

(composés phénoliques).

L'extraction a été effectuée par macération de 10 g de la poudre du Feuilles et dans 100
ml de mélange (Ethanol / eau) (80/20) sous agitation magnétique et & une température ambiante.
Cette macération est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant toutes les 24 heures. Les
extraits filtrés sont regroupés et évaporées a I’aide d’un évaporateur rotatif sous pression réduite a
40C°. Les résidus phénoliques sont repris dans 35 ml d’éthanol pour la fraction acétate d’éthyle et
conserver au réfrigérateur jusqu’a le temps d’analyse. L’organigramme suivant explique les

différentes étapes d’extraction des composés phénoliques

(Schéma 2).



10g de poudre J

Macération dans 100 ml de solvant
(Ethanol/eau) (80:20 v /v)
répétée 2 fois 24h

Filtration

Filtrat

Vaporisation du
solvant organique

o sous vide 40C°
Délipidation avec I'hexane

(3 fois)

Elimination de la

. fraction hexanique
Fraction aqueuse

Extraction liquide-liquide avec
I’acétate d’ethyle ( 3 fois)

Vaporisation du
I’acétate d’ethyle

Résidus phénoliques 1 sous vide a 40 C°
I Fraction aqueuse j I Fraction Acetate Et 1

Schéma 2 : Protocole expérimentale d’extraction des deux fractions




1.2.1.3. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existant
dans un extrait de la plante, pour mettre en évidence leur présence ou absence. Ces tests sont basés
sur des réactions de coloration et/ou de précipitation ainsi qu’a des examens en lumicre
ultraviolette. Nous avons caractérisé la présence des métabolites secondaires (saponosides,
alcaloides, flavonoides, Anthocyanes, tanins et coumarines) en se référant aux techniques

décrites par Bruneton (1999), (Karumi et al.,2004) et Oloyede (2005).

» Flavonoides

On ajoute 1 ml de I’extrait dilué¢ a 1 ml de solution AICI3 (2%). Et I’ensemble est porté a
température ambiante pendant 15 minutes. Un test positif est indiqué par 1’apparition d’une couleur

jaune.
» Anthocyanes

Dans un tube on met Iml de I’extrait dilué on ajoute 1ml de H>SO4 et 1ml NH4OH. Un

test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu violacé.
» Tanins

Dans un tube on met 1ml de I’extrait dilué, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de FeCls
a 1%. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-noire (tanins galliques) ou

bleu verdatre (Tanins catéchiques).
» Alcaloides

Réactif de Wagner : est préparé comme suite : dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de

KI et 1.27g de 12 le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée.

La présence des alcaloides est déterminée quantitativement par : un volume de 2.5 ml
d’extrait dilué est ajoute a 1 ml de HCI (10%) (Solution A), et on met la solution A dans un bain
marie jusqu’a ébullition. On sépare ce mélange en 2 tubes, le ler tube constitue le témoin qui
contient Iml de la solution A, le 2éme tube contient 1ml de la solution A et quelques gouttes du
réactif de Wagner. Si le test est positif, on a 1’apparition d’une précipitation brune dans le 2éme

tube.



» Saponosides

Leur présence est déterminée quantitativement par : 10 ml d’extrait dilué bien agité
pendantl5s. Aprés un repos de 15 min en position verticale, on mesure la hauteur de la mousse

persistante en cm.

» Coumarines

Un volume de 5 ml d’extrait dilué est évaporé au bain marie. Au résidu sec, on ajoute 2

ml d’eau chaude. La solution obtenue est divisée en deux parties €¢gales dont :

La premicre représente un témoin ; Alors que la deuxiéme est traitée avec 0.5 ml d’ammoniaque
(NH40OH) a 10% L’examen est réalis¢ sous la lumiére ultraviolette et 1’apparition d’une

fluorescence intense révele la présence de coumarines.

[.2.1.4. Dosage des polyphénols totaux
Le principe de cette méthode est basé sur la réduction du réactif Folin (un acide de couleur
jaune, constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PWi2040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo12040) par des composés phénoliques en milieu neutre (grace a 1’ajout
du carbonate de sodium), ceci entraine la formation d’'un mélange de tungsténe et de molybdene
de couleur bleue, dont I’absorption maximale a 765 nm est proportionnelle aux taux de
polyphénols présents dans 1’extrait (Enneb H. et al., 2015).
Un volume de 200 pl d’extrait dilué¢ été mélangés avec 1000 ul de réactif de
Folin Ciocalteu (10%) dilué dans 1’eau, aprés agitation pendant 5 min, 800 pl de carbonate de
sodium (7.5%) est ajouté a ’ensemble. Les échantillons ont été incubés a température ambiante
pendant 30 minutes. L'absorbance de chaque ¢chantillon a ét¢ mesurée a 765 nm a l'aide d'un
spectrophotométre (SP-3000nano UV) contre un blanc. Une solution éthanolique d'acide gallique
a été testée en paralléle pour obtenir une courbe d'étalonnage comme contrdle positif a différentes

concentrations (0.1-1 mg/ml).

» Courbe d’étalonnage
L’acide gallique a été utilis¢é comme standard et la teneur en PPT est exprimée en

milligramme d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g extrait).

La courbe d’étalonnage est effectuée par 'acide gallique a différentes concentrations, elle montre

une proportionnalité de 1’absorbance en fonction des concentrations (Figure 2).

La teneur en polyphénols a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage (y=6,9097x- 0,0601)

et R2=0,9938 et réalisée par I'acide gallique a différentes concentrations (0.01-0.1mg/ml).



0,7
y =6,9097x - 0,0601

0,6 R2=10,9938

0,5

0,4

0,3

0,2

Absorbance a 725nm

0,1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[C ] Acide galique mg/ml

Figure 2: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

1.2.1.5. Dosage des flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides est effectu¢ par la méthode de trichlorure d’ Aluminium (AICI3). En
effet, 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.
Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium).
Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s unir a deux atomes d'oxygene de

la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (RibéreauGayon P., 1968).

Une prise de 1ml d’extrait ou standard est additionnée a 1 ml d’une solution fraichement
préparée d’AlCI3 (3.6g dans 1’eau distillée). Aprés 30 min de réaction, 1’absorbance est lue au
spectrophotomeétre (SP-3000 nano UV) a 430 nm. La concentration des flavonoides est déduite a
partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la rutine. A partir d’une solution mere de la rutine
de 0.1 mg/ml, une série de solutions filles est ainsi préparée, de concentrations allant de 0.01 a 0.1

mg/ml. La courbe d’étalonnage de la rutine.
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» Courbe d’étalonnage
A partir d’une solution meére de la rutine de 0.1 mg/ml, une série de solutions filles est ainsi
préparée, de concentrations allant de 0.01 a 0.1 mg/ml. La courbe d’étalonnage de la rutine est

représentée dans la figure ci-dessous :

09

0,8 y = 8,2552x - 0,0781
07 R2=0,9943

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Absorbance a 430 nm

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[C] Rutine mg/g

Figure 3: courbe d'étalonnage de la rutine pour le dosage des flavonoides totaux

1.2.1.6. Dosage des flavonols
La méthode du trichlorure d’aluminium AIClz (Kosalec et al., 2004) est utilisée pour

déterminer les teneurs en flavonols

Un volume de 500ul d’extrait est ajouté a 500 pl d’acétate de sodium (5%) et 750ul de
chlorure d’aluminium (2%). La lecture de I’absorbance est faite a 440 nm apres 2 heures et 30min

d’incubation a l'aide d'un spectrophotométre (SP-3000 nano UV).

Une courbe d’¢étalonnage a ¢té réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires
en utilisant la rutine comme contrdle positif a différentes concentrations. Les résultats sont

exprimés en milligramme équivalent de rutine par gramme (mg ER/g).
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» Courbe d’étalonnage

La rutine a été utilisée comme étalon a différentes concentrations. La teneur en flavonols
est exprimée en milligramme d'équivalent de rutine par gramme d’extrait (mg ER/g extrait). La
teneur en flavonols a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage (y = 8,0903x - 0,0737) et R?

= 0,9947et réalisée par la rutine a différentes concentrations (0.01-0.1mg/ml) (Figure 4).

0,8
0.7 y =8,0903x - 0,0737
' R?=0,9947

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbance a 440 nm

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[C] Retin mg/g

Figure 4 : Courbe d'étalonnage de la rutine pour le dosage des flavonols totaux
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1.2.2. Evaluation de ’activité antioxydante

1.2.2.1. Le potentiel antioxydant

Plusieurs tests sont utilisés pour évaluer les activités antioxydantes des extraits. La plupart
de ces tests sont basés sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel.
Notre étude est basée sur quatre tests : le piégeage des différents radicaux, le 2,2-diphényl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH), sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-
sulfonique) (ABTS), pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) et pouvoir réducteur
phosphomolybdate (PPM), ces tests témoignent 1’aptitude d’une molécule ou d’un extrait naturel
a neutraliser les radicaux libres par transfert d’électron et/ou de proton issus de phénoménes
d’oxydations (Prior et al., 2005). Le pourcentage d’inhibition (PI) de I’activité anti-radicalaire est

calculé selon I’équation suivante :

PI%= [(Abs c —Abs )/ Abs c] x 100

Abs (: Absorbance du contrdle négatif.
Abs  : Absorbance de I’échantillon testé.
Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures.
L’¢tude de la variation de I’activité antioxydante en fonction de la concentration des
fractions permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Une

faible valeur de IC50 correspondant a une grande efficacité de I’extrait (Perron et al.; 2009).

1.2.2.2. Test de piégeage du radical DPPH

» Principe :
La réduction de radical libre DPPHe (2,2’-diphényle-1-picrylhydrazyl) par un antioxydant

peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517
nm provoquée par les antioxydants (Molyneux et al., 2014). En présence des piégeurs de radicaux
libres, le DPPH de couleur violette se réduit en 2 .2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune
(Figure 5) (Maataoui et al., 2006).
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NO, NO,

Antioxydant
NO, N—N = NO, NH—N

"

NO, NO,

Figure S : Mécanisme réactionnel d’un antioxydant avec le DPPH

La réduction du DPPH" en DPPH-H induit une perte de sa couleur pourpre qui peut étre
suivie a 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH" est réduit et change
de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution de son absorbance. La décoloration
de DPPH" est représentative de la capacité des composés phénoliques a piéger ces radicaux libres

indépendamment de toutes activités enzymatiques.
» Mode opératoire

L’activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (lopes-

Lutz et al 2008).

Un volume de 50ul de chaque solution de fraction a différentes concentrations sont ajoutés
a 1950 pl de solution éthanoique du DPPH. Parallelement, un témoin négatif est préparé en
mélangeant 50 pl d’éthanol avec 1950 pl de la solution de DPPH. La lecture d’absorbances est
faite contre un blanc pour chaque concentration a 517 nm apres 30 min d’incubation a I’obscurité
et a température ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard (acide ascorbique) dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les

¢chantillons et pour chaque concentration.

L’activité antioxydant est exprimé ensuit par la valeur de ICso en mg/ml, les valeurs de
I’ICs0 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire 1’inhibition en fonction de la
concentration ; sachant que 1’ICso est la concentration efficace d’antioxydant nécessaire pour le

piégeage et la réduction de 50% d’une mole du radical DPPH (Oliveira et al., 2009)

1.2.2.3. Test de réduction du fer FRAP
» Principe

Le test de la réduction du fer est considéré comme un test direct et rapide est utilisé pour
mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques. Le test de FRAP (Ferric Reducing
Antioxydant Power) est effectué selon la méthode décrite par Oyaizu (Oyaizu et al., 1986). Cette
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méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe** présent dans le complexe ferrocyanure de
potassium en Fe2+, la réaction est révélée par le virage de couleur jaune du fer ferrique (Fe**) en
couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?'), I’intensité de cette coloration est mesurée par
spectrophotométrie a 700 nm. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation

du pouvoir réducteur des extraits testes (Doukani K et al., 2014).
Le principe de ce test est basé sur la réaction chimique suivante :
Fe (1) Fe (II)
Fe*3 / ferricyanide + Extrait Fet*? / ferricyanide +Extrait.
» Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a ét¢ déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu. Un volume
de 25 ul de différentes concentrations de chaque fraction diluée dans 1’éthanol est mélangé avec
500 pl de la solution tampon (pH 6.28) et 500 pl de ferricyanure de potassium KzFe (CN)s a 1%.
Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. apreés, un volume de 500pl de I’acide
trichloracétique (10%) est additionné avec 100ul FeCls (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700
nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre. L’acide ascorbique est utilis¢é comme contrdle positif dans

cette expérience dans les mémes conditions opératoires.

1.2.3. Analyse statistique
Les résultats d’analyse des extraits sont calculés a partir de trois essais. Les données ainsi

que les présentations graphiques sont traitées a 1’aide de Microsoft Office Excel.
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II. Résultats et Discussion

I1.1. Tests phytochimiques

L’analyse phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces composés chimiques
est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité,
un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumicre ultraviolette. Tableau 2

présente les analyses qualitatives réalisées sur les deux extraits.

Tableau 2 : Les tests phytochimiques des deux extraits.

Extraits Acétate d’éthyle Aqueux
Flavonoides + +
Anthocyanes - -

Tannins + +

Tanins catéchiques Tanins galliques
Alcaloides - -
Saponosides + +
Coumarines + +

D’apreés les résultats obtenus, nous remarquons la présence des tanins : catéchiques (acétate
d’éthyle) et tanins galliques (aqueuse), des saponisides, des flavonoides. Par contre les

anthocyanes et les alcaloides sont négatifs.
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I1.3. Quantification des composés phénoliques

I1.3. 1. Teneur en polyphénols totaux
Les deux extraits, ont été analysés quantitativement par spectrophotomeétre UV-visible pour

leur contenu en polyphénols (Tableau 3) et (Figure 6).

Tableau 3 : Teneurs en polyphénols totaux des deux extraits.

Les extraits mgEAG /g
E.Ae 783,10 + 18,42
E.Aq 348,45 £ 6,53
900 - MEAE
800 -
ME.Aq
700 -
600 -
g” 500 -
S 400 -
[T
€ 300 -
200 -
100 -
0 J

Figure 6 : Teneurs en polyphénols totaux des deux extraits.

Les résultats de dosage des polyphénols totaux (PPT) des deux extraits de Trigonella
foenum-graecum L montrent que 1’extrait Acétate d’ethyle présente la teneur la plus élevée (783,10
+ 18,42mgEAG/g) par rapport a I’extrait aqueux (348,45 + 6,53mgEAG/g).

Peu de travaux concernant les teneurs en polyphénols de méme espéce étudiée ont été
réalisés. Une étude effectuée par (Premanath et al 2011) sur les feuilles de Trigonella foenum
graecum L. provenant de karnataka, India a révélé que la teneur en polyphénols totaux pour
I’extrait ¢hanolique égale a 4,9 mg EAG/g.

La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer
I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2004).

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques, tels que : des
facteurs géographiques et climatiques, les facteurs génétiques, ainsi que le degré de maturation de
la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols (Aganga et
al. 2001). Ainsi 1’état physiologique de la plante au moment de la récolte, ces variations peuvent

étre qualitatives : apparition d’un principe actif et disparition d’un autre, et/ou quantitatives : la
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teneur en principes actifs peut passer par un maximum et décroitre ensuite rapidement, donc le
choix de la période de récolte est trés important (Khadri, 2019).

D’autre part, le réactif de Folin-Ciocalteu est extrémement sensible a la réduction de tous
les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également de

certains sucres et de protéines etc. (Vuorela, 2005 ; Gomez-Caravaca et al., 2006 ).

I1.3. 2. Teneur en flavonoides totaux
La teneur en flavonoides totaux des extraits a été déterminée selon la méthode du

trichlorure d’aluminium (Tableau 4) et (Figure 7).

Tableau 4 : Teneurs en flavonoides totaux des deux extraits.

Les extraits mgER /g
E.Aq 79.78 £ 0,26
E.Ae 117.39 +£0.34

140 - WEAE
120 1 ME.Aq
100 -
2 80 -
o
'-'é,, 60 -
40 -
20 -
O .

Figure 7 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits.

Les résultats de dosage des flavonoides totaux des deux extraits de Trigonella foenum-graecum
montrent que ’extrait Acétate d’éthyle présente la teneur la plus élevée (117.39 + 0.34 mgER/g
extrait) par rapport I’extrait aqueux (79.78 + 0,26 mgER /g )
L’¢étude effectuée par (Premanath et al., 2011) a révélé que la teneur en flavonoides pour
I’extrait €hanolique des feuilles de Trigonella foenum graecum L. est égale a 0,47 mgEQ/g .
les flavonoides sont reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes (Popovici
et al.,2010). L’effet scavenger des flavonoides est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres par un transfert d’atome

d’hydrogene a partir des groupements hydroxyle (Siddhuraju et Becker, 2007).
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I1.3. 3. Teneurs en flavonols
La teneur en flavonols totaux des extraits a été déterminée selon la méthode du trichlorure

d’aluminium (Tableau 5) et (Figure8).

Tableau 5 : Teneurs en flavonols totaux des deux extraits.

Les extraits mgER /g

E.Aq 35,40 + 1,57

E.A.e 55,21+ 1,18

60 - WEAE

50 - WE.Aq
40 -
E: 30 -
E 20 -
10 -
0 -

Figure 8 : Teneurs en flavonols totaux des deux extraits.

Les résultats de dosage des flavonoides totaux des différents extraits de Trigonella
foenum-graecum montrent que 1’extrait Acétate d’éthyle présente la teneur la plus élevée

(55,21£1,18 mgER/g ) par rapport 1’extrait aqueux (35.4 + 1.57 mgER /g )

Aucun résultat de dosage des flavonols sur la méme plante n’a été rapporté par d'autres

auteurs pour pouvoir comparer nos résultats.
I1.4. Estimation de ’activité antioxydante

I1.4.1. Test de DPPH

L’activité antioxydante des deux fractions €tudiées et du témoin positif 1’acide ascorbique
a été déterminée par la méthode de DPPH traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction de leurs
différentes concentrations. les figures 9 et 10 illustrent les résultats obtenus qui sont représentés
par les concentrations des composés testés et I'ordonnée par 'activité antioxydante en pourcentage

d’inhibition.
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Figure 9 : Activité antioxydante DPPH des deux fractions

Les résultats sont exprimés en termes de capacité antioxydante équivalente d'acide

ascorbique (AEAC).

100
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0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004
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Figure 10 : Activité antioxydante DPPH du standard vitamine C

D’aprés les résultats obtenus, I’évolution de I’activité antioxydante est dose dépendante,
car elle augmente avec 1’augmentation des concentrations dans le milieu réactionnel dont le
pourcentage d’inhibition augmente progressivement jusqu'a arriver a un plateau qui correspond a

I’enrayement presque total du radicale DPPH présent dans le milieu.

La valeur IC 50 a ét¢ déterminée pour chaque fraction, c’est la concentration de
I'échantillon exigé pour donner une diminution de 50% de l'absorbance de la solution contrdle
constituée d’éthanol et DPPH. Le tableau 6 donne les valeurs d’IC50 des deux fractions testées

et de ’antioxydant standard.
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Tableau 6 : Les valeurs d’IC 50 des deux extraits du radical DPPH.

Les extraits phénoliques IC 50 (mg/ml)

E.Ae 0,007 = 0,004
E.Aq 0,610 £ 0,033
Acide ascorbique 0,00015+0,0001

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en IC50, elle est définit comme la
concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% du radical DPPH, I’'IC50 la plus faible
présente I’activité la plus forte.

La valeur de IC50% est de I’ordre de 0,007 + 0,004 mg/ml pour I’extrait d’acétate
d’éthyle, I’extrait queux enregistré un IC50% de 0,610 + 0,033 mg /ml, sachant que le parametre
IC50 est inversement proportionnel a 1’activité antioxydante, on peut constater que pouvoir anti
radicalaire de 1’extrait d’acétate d’éthyle est plus important que I’extrait aqueux.

La concordance avec les résultats de (Premanath et al., 2011) dont 1’extrait ¢hanolique a
montré une activité de piégeage plus élevée avec une valeur d’IC50 de I’ordre de 0.7 mg/ml.

Cette différence dans les valeurs des IC50 peut étre expliquée par les conditions
d’extraction, qui affectent tous le contenu total en phénols et flavonoides et par conséquent affecte
I’activité antioxydante congue par ces métabolites dont elle peut étre due a I’'un des constituants

majoritaires ou a d’autres constituants minoritaires (Gido ef al., 2007 ; Wang et al., 2012).

I1.4.3. Test de FRAP

Dans ce test, la couleur jaune de la solution d'essai change en différentes nuances de vert
et de bleue, selon le pouvoir réducteur de chaque composé. La présence de réducteurs
(antioxydants) provoque la conversion du complexe du fer ferrique (Fe3* (CN™),) en fer ferreux

(Fe?* (CN7)g) (Wu et al., 2015).

En générale cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique

(Fe3*en fer ferreux (Fe?").

La puissance de réduction est 'un des mécanismes antioxydants. La valeur IC 50 a été
déterminée pour chaque fraction, Le tableau 7 donne les valeurs d’IC50 des fractions testées

et de I’antioxydant standard.
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Tableau 7: Les valeurs d’IC 50 des deux extraits de test FRAP.

Les extraits IC 50 (mg/ml)

E.Ae 0,061 = 0,015
E.Aq 0,25 +0,0013
Acide ascorbique 0,0028 = 0,0001

Selon les résultats du test de FRAP mentionnés sur le (Tableau 7), Nous constatons que
I’extrait acétate d’éthyle a présenté une valeur d’IC50 (0,061 + 0,015 mg/ml) ce qui signifie une
meilleure capacité a réduire le fer. Par conte L’extrait aqueux a montré le pouvoir le plus faible
avec une valeur d’IC50 élevée qui de 0,25+ 0,0013mg/ ml.

Si en compare nos résultats a ceux de (Premanath et al., 2011), ils ont constaté que le
pouvoir réducteur de 1’extrait éthanolique est le plus puissant avec une activité antioxydante totale

de 47 uM Fe (1) g*.

La capacité¢ réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif
de son activit¢ antioxydante potentielle (Yildirim ez al, 2001 ;Yan et al, 2008).
Bentabet et ses collaborateurs (2014) ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les activités
antioxydantes et la puissance de réduction des composants de quelques plantes. Ce processus
d’autoxydation dépend de multiples paramétres tels que la concentration de 1’ion métallique et du

polyphénol, la température, le pH et la présence d’agents complexant (Ghedadba et al., 2015).
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Conclusion générale

Les plantes médicinales continuent toujours d’étre la provenance idéale des métabolites
secondaires, ce qui explique leur exploitation accrue en industrie pharmaceutique. Les polyphénols

sont les composés végétaux les plus intéressants et les plus étudiés de nos jours.

L’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative ou

comme mod¢le pour la synthése de nouvelles substances.

Dans le cadre de notre travail, nous sommes intéressées a 1’étude phytochimique et du

pouvoir antioxydant des extraits des feuilles « Trigonella foenum- graecum L.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons procédé a I’extraction des molécules
bioactives par macération en utilisant un mélange de solvant (Ethanol/eau), I’étude phytochimique
a montr¢ la présence des flavonoides, des tanins, des saponosides et des Coumarines dans les deux

extraits des feuilles, et I’absence des Anthocyanes dans les deux extraits.

Dans la deuxiéme partie, il y avait 1’évaluation du contenu des polyphénols, et des
flavonoides totaux, et des flavonols totaux qui révele que I’extrait acétate d’éthyle possede les taux

les plus élevés par rapport 1’extrait aqueux.

Dans la derniére partie, 1’évaluation de I’activité antioxydante est mise en évidence par

deux tests différents

Nous avons constaté pour 1’activité antioxydante par le piégeage du radical libre DPPH et
en comparant les IC50 des différents extraits testés par rapport a celles de 1’acide ascorbique, nous
avons remarqué une activité anti radicalaire trés importante pour I’extrait acétate d’éthyle

avec une 1C50% est de I’ordre de 0,007 £+ 0,004 mg/ml comparativement a 1’extrait aqueux.

L’activité antioxydante par la méthode du pouvoir réducteur FRAP, révele que 1’extrait
d’acétate d’¢thyle a une capacité de réduire le fer trés important avec une IC50 de 0,061

+ 0,015 mg/ml par rapport a I’extrait aqueux.

Comme perspective, nous suggérons des études complémentaires afin de déterminer des

activités biologiques des extraits des feuilles de Trigonella foenum- graecum L in vitro et in vivo.
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Résumé
Les travaux présents dans ce mémoire contribuent a I’étude sur les feuilles de la plante Trigonella

foenum-graecum L récoltée dans la région de Bordj Senonci wilaya de Laghouat , nous sommes intéressées
a I’étude phytochimique et du pouvoir antioxydant des deux fractions (la fraction d'acétate d'éthyle et la
fraction aqueuse) des feuilles « Trigonella foenum- graecum L .», nous avons procédé a I’extraction des
molécules bioactives par macération en utilisant un mélange de solvant (éthanol / eau), il y avait I’évaluation
du contenu des polyphénols , et des flavonoides totaux, et des flavonols totaux qui révéle que I’extrait
d’acétate d’éthyle des feuilles possede les taux les plus élevés par rapport 1’extrait aqueux, I’évaluation de
’activité antioxydante est mise en évidence par deux tests différents : I’analyse par le radical stable DPPH
et le pouvoir réducteur FRAP , I’extrait d’acétate d’éthyle montré une plus forte activité antioxydant avec

ICso 0,007+ 0,004mg /ml et 0,061 + 0,015 mg /ml respectivement .
Mots clés: Trigonella foenum-graecum L,Phytochimique, Activité antioxydante, DPPH ,FRAP
Abstract

The work presented in this thesis contributes to the study on the leaves of the plant
Trigonella foenum-graecum L harvested in the region of Bordj Senonci wilaya of Laghouat, we
are interested in the phytochemical study and the antioxidant power of the two fractions (the ethyl
acetate fraction and the aqueous fraction) of the leaves «Trigonella foenumgraecum L.», we
proceeded to the extraction of the bioactive molecules by maceration using a mixture of solvent
(ethanol / water), there was the evaluation of the content of polyphenols, and total flavonoids, and
total flavonols which reveals that the extract of ethyl acetate from the leaves has the highest levels
compared to the aqueous extract, the evaluation of the antioxidant activity is demonstrated by two
different tests: analysis by the stable radical DPPH and the reducing power FRAP, ethyl acetate
extract showed stronger antioxidant activity with IC50 0.007+0.004mg/ml and 0.061+0.015mg/ml
respectively.

Keywords: Trigonella foenum graecum L , phytochemical, Antioxidant activity, DPPH ,FRAP.
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