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Introduction

Introduction

Depuis les temps les plus anciens, I’homme a utilisé les plantes pour se nourrir. Mais a coté de
cette fonction nutritionnelle, il découvrit d’autres fonctions que pouvaient lui procurer les

plantes : notamment le pouvoir de guérison (Piétroni, 1996).

En effet, les plantes utilisées dans la pharmacopée traditionnelle, sont de véritables usines qui
produisent des substances naturelles biologiquement actives. Parmi ces molécules, on trouve

les métabolites secondaires qui font actuellement I’objet de nombreuses recherches.

Les effets protecteurs des plantes médicinales et aromatiques contre diverses maladies ont été
attribué a la présence de composés phytochimiques, dont les polyphénols qui forment une
classe de molécule trés importante, et sont connus par leurs nombreuses activités biologiques,
comme I’activité antivirale, anti-inflammatoire, antioxydante, anticancéreuse...etc (Bahorun,
1997).

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum L.) est une plante médicinale et aromatique tres
ancienne, les graines de cette plante sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle,
et dans de nombreux pays pour lutter contre diverses pathologies. Elles possédent des
propriétés thérapeutiques extraordinaires et prometteuses (anti-tumorale, hypoglycémiante,

anti-inflammatoire, hypocholestérolémie, et antioxydante) (Kumar et al., 2013).

Depuis quelques années, le monde biologique et médical est envahi par un nouveau concept,
celui du stress oxydant, causé par la présence en exces des radicaux libres oxygénés,
impliqués dans de nombreuses maladies. La recherche de nouveaux composés antioxydants a
de ce fait suscité I’intérét de plusieurs chercheurs pour mettre fin a ces radicaux libres liés a
I’origine d’apparition de diverses pathologies. Ainsi, I’objectif de notre travail est de
rechercher les substances potentiellement actives a 1’égard de ces radicaux libres et de mettre
en valeur ces substances comme de molécules a activité antioxydante. Cette étude a porté sur
I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits phénoliques obtenus a partir de graines de

Trigonella foenum-graecum L.
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Chapitre | Geénéralités sur le fenugrec

1.1. Historique

Le fenugrec appelé aussi Trigonelle ou Trigonella (du latin trigonus, triangulaire, allusion a
I'aspect de la corolle), c’est une plante médicinale et aromatique trés ancienne, elle est
originaire du moyen orient et cultivée en Afrique du Nord, en France, en Egypte et aux Indes
(Alarcon et al., 1998). Le fenugrec tient le nom latin foenum- graecum « foin grec » car il
est utilisé comme fourrage a 1’époque de 1’empire romain. En 1550 avant Jésus-Christ, cette
plante apparut en Egypte pour soigner les brdlures, 10 siécle plus tard, Hippocrate le
mentionna comme remede apaisant, qui en plus de ses propriétes digestive, soulageait les

inflammations et les douleurs rhumatismales (Sauvaire et al., 1996).

1.2. Description botanique

Le Fenugrec (Trigonella foenum-graecum L) aussi appelé Trigonelle ou sénégrain est une
plante annuelle herbacée appartenant a la famille des légumineuses (Fabacées). Elle peut
atteindre 40 a 60 cm de hauteur. Il produit des gousses longues et minces qui renferment

jusqu’a deux dizaines de minuscules graines (Volpé et al., 2009), (figure 1).

la fleure

la gousse

Figure 1 : Photographie de Trigonella foenum-graecum L. (Volpé et al., 2009) .

Les graines de Fenugrec sont en forme d’un disque, constituées d'un embryon jaune central
entouré d'une couche cornée et relativement importante de blanc, d'endosperme semi-
transparent contenant de la gomme de galactomannane. Une enveloppe tenace et brune foncée
entoure I'endosperme. La couleur de la fraction de la gomme dépend de la quantité de
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I'enveloppe (couleur marron) et cotylédons (couleur jaune) présents (Madhava et al., 2011)
(figure 2).
La plante toute entiere dégage une odeur épicée caractéristique.

Figure 2 : Les graines de Trigonella foenum-graecum L.

1.3. Classification de fenugrec
Selon les données de «Natural Resources Conservation Service» du département

d’Agriculture aux Etats Unis le fenugrec est classé comme suit :

Reégne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Trigonella

Espece Trigonella foenum-graecum L

I .4. Compositions chimiques de fenugrec

Le fenugrec est une plante d’une grande qualité nutritive. Les graines de fenugrec sont d’une
composition hétérogene de substances variées et renferment: les alcaloides (trigonelline,
gentianine, choline), salicylés, des polyphenols (flavonoides) (Ahmadiani, 2001), fibres

mucilagineuses : jusqu’a 40 %, saponines, protéines : jusqu’a 30 %, vitamines A, B1, C,
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minéraux et oligo-éléments (calcium, magnesium, phosphore, fer, soufre, polysaccharides
comme les galactomannanes (Volpé et al., 2009), les huiles essentielles, 1’acide nicotinique et
des acides aminés libres dont un acide aminé particulier, la 4-hydroxyisoleucine qui a une
activité hypoglycémiante (Kumar et al., 2013).

I.5. Propriéetés du fenugrec
Le Fenugrec posséde plusieurs propriétés thérapeutiques parmi lesquelles :
1.5.1. Propriétés antioxydantes

Le fenugrec contient des composés phénoliques et flavonoides qui aident a améliorer sa
capacité antioxydante. Cette propriété pourrait étre utile en empéchant ou en ralentissant le
progrés 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).

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

1.5.3. 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 suggérent que le Fenugrec

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

Le Fenugrec s'est avére 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).

-
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1.5.6. Propriétés anti-cancérigenes

Le Fenugrec a présenté des capacités modificatrices de I'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.

1.5.7. Propriétés 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).

1.5.8. Propriétés hypoglycémiantes

Le Fenugrec contribue a stabiliser la glycémie en manifestant une action inhibitrice sur les
enzymes qui générent le glucose au niveau du foie, notamment chez les diabétiques modérés.
En outre, les graines de Fenugrec améliore l'utilisation du glucose périphérique, ce qui
contribue & l'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).

1.6. Autres ptopriétés du Fenugrec

- 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).

- Le Fenugrec est un apéritif et digestif : sa saveur amére et son potentiel Iégérement
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).

-
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- Le Fenugrec est un galactagogue : enrichit et accroit la production de lait maternel tout en
lui ajoutant des huiles essentielles, ce qui réduit les risques de coliques chez le nourrisson. Cet
usage est trés répandu et son efficacité est attestée par de nombreuses femmes [’ayant

experimenté.
1.7. Les effets indésirables

La consommation de grandes quantités de graines de Fenugrec peut causer des troubles
gastro-intestinaux (diarrhée, ballonnements), généralement passagers, a cause de leur haute
teneur en fibres (Ghedira et al., 2010).
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Chapitre 11 Le stress oxydant et I’activité antioxydante

I1.1. Les radicaux libres
11.1.1.Définition

Un radical libre (RL) est une espéce chimique (atome ou molécule) contenant un ou
plusieurs électrons non appariés. La présence d’un électron célibataire leur confere une
grande réactivité et donc une demi-vie tres courte (Halliwell et Whiteman, 2004). En
effet, ce radical libre aura toujours tendance a attirer les électrons d’autres atomes et

molécules pour gagner sa stabilite.
11.1.2. Les espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de I’oxygene (ERO) incluent les radicaux libres de 1’oxygeéne
(radical superoxyde, radical hydroxyle, radical peroxyl... etc) mais aussi certains
dérivés réactives non radicalaires (oxygéne singulet, peroxyde d’hydrogéne,
hydroperoxyde), (Bartosz, 2003 ;Halliwell et Whiteman, 2004) (Tableau I).

Les principales espéces réactives d’oxygene :

e L'anion superoxyde O,"
L'anion superoxyde O, ~ est un dérivé trés réactif de 1’oxygéne, relativement stable, il
n’est pas trés toxique pour 1’organisme, mais il est a ’origine de cascades de réaction
conduisant & la production de molécule trés nocives. En présence d’une quantité
d’énergie suffisante avec la molécule d’oxygéne, il peut acquérir un électron
supplémentaire et former ainsi I'anion superoxyde. Ce dernier intervient comme facteur

oxydant dans de nombreuses réactions (Gardes-Albert et al., 2003).

02+é > 02'
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e Peroxyde d’hydrogene (H,0,)

Le radical peroxyde est considéré comme une espéce réactive dérivée d’oxygene
(ERO).

Le peroxyde d’hydrogéne (H,0;) est le résultat d’une réaction entre deux anions super

oxyde (Gardes-Albert et al., 2003; Parent et al.,2008).

0, + 0, +H, ————> 0+ H,0;

e Le radical hydroxyle (OH")

C’est le produit de la réaction du peroxyde d’hydrogeéne avec les ions métalliques

(exemple : Fe*?) (Pastre etPriymenko ,2007).

H,O+Fe” +H" — Fe®*+ H,0+ OH’

Les radicaux hydroxyles jouent un role initiateur dans 1’auto-oxydation lipidique
(milane, 2004) et attaquent tous les matériaux biologiques (ADN, protéines,

lipides...etc).
e L’oxygene singulet (‘O;)

Lorsque de 1’énergie est apportée a 1’oxygéne, celui-ci passe a 1’état singulet qui
représente la forme activée. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui
peut oxyder de nombreuses molécules, il est formé a partir de 1’ion superoxyde

(Jungbluth, 2008) selon la réaction suivante :

°0-0° — 0o,

g
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Tableau I:Les différents radicaux libres et leurs dérivés .

Nom Symbole

Especes radicalaires

Anion superoxyde o
2
Radical hydroxyl OH
Radical peroxyle ROO"

Espéces non radicalaires

Peroxyde d’hydrogene HZO2
Hydroperoxyde ROOH
Oxygene singulet 10,

11.1.3.Production des radicaux libres

Pour passer de 'O, a I’eau il y a utilisation de 4 e venant de la chaine respiratoire. Les
formes radicalaires sont les intermédiaires dans cette transition. Les espéces

réactionnelles de 1’0, ne sont pas indépendantes les unes des autres, elles agissent en

cascade. (Goudableet Favier, 1997)(Figure 3).

Maolécule
d'vayyéne

Kadical

supcru.ryde_- GCSH GCSSG

<

GSHPx

Peroxydation

Fed™
Hpidique

Radical hydroxyle

Figure 3: Principales étapes de production des espéces réactives de I'oxygene
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11.1.4. Origines des radicaux libres

Selon Favier (2003), on distingue deux origines pour la génération des radicaux

libres (endogene et exogene) :

11.1.4.1. Origine endogene

Les systemes biologiques les plus simples genérant des ERO sont les constituants
cellulaires solubles capables d’activer 1’oxygéne moléculaire lors des réactions d’auto
oxydation. Mais la production des ERO dans les cellules mammiferes est
essentiellement d’origine enzymatique.

11.1.4.2. Origine exogéne

Il existe plusieurs source exogéne de radicaux libres : la pollution, le tabac, I’0zone, les
métaux lourds, les polluants alimentaires, 1’exces d’alcool...etc. Les rayonnements sont
capables de générer des radicaux libres, soit en incident la molécule d’eau lorsqu’il
s’agit des rayons ionisantes X ou Y, soit en activant des molécules photo-sensibilisantes
lorsqu’il s’agit des rayons ultraviolets qui vont par ce mécanisme produire des anions

superoxydes et de 1’o0xygéne singulet.

11.1.5 Les cibles de radicaux libres

Les ERO exercent leurs actions déléteres sur des molécules biologiques (ADN, les
protéines, les lipides)

11.1.5.1. L’ADN

L’ ADN soit la mémoire de la composition biochimique des étres vivants, il s'agit d'une
molécule trés sensible a I'attaque par les radicaux libres et ces derniers induisent des
effets mutagénes ou I’arrét des réplications de I’ADN (Saison et al., 2012 ; moussard,
2006).

11.1.5.2. Les protéines

Les acides aminés des protéines sont la principale cible des ERO, cette action se situe

essentiellement :
- au niveau de leur chaine latérale, avec formation de produits d’oxydation

-au niveau de la liaison peptidique, en entrainant la fragmentation de la chaine (Saison
etal., 2012 ; moussard, 2006)..

0



Chapitre 11 Le stress oxydant et I’activité antioxydante

11.1.5.3. Les lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés (AGPI) sont la cible
privilégiée de I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les
carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué,
oxydé en radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une
réaction en chaine car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact
d'un autre acide gras qui forme un nouveau radical diene conjugué(Saison et al., 2012 ;
moussard, 2006).

11.2. Le stress oxydatif
11.2.1. Définition

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) et de la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages

oxydatifs.

Il correspond & une perturbation du statut oxydatif intracellulaire, induite soit par
production excessive de radicaux libres ; soit par diminution de la capacité de défense

antioxydante (Favier, 2003).
11.2.2. Conséquences du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, des glucides. Mais aussi des Iésions
secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides.

Le stress oxydant cause plusieurs maladies : cancer, sclérose latérale amyotrophique,
syndrome de détresse respiratoire aigie, cedeme pulmonaire, vieillissement accéléré, le

diabéte, les maladies cardiovasculaires, maladie d’Alzheimer (Favier, 2003).
11.3. Activité antioxydante

De nombreuses especes oxydantes sont produites et bien qu’elles soient souvent

indispensables a I’organisme, elles ne sont pas moins responsables de dégats importants.
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Pour faire face a ces produits oxydants déléteres, le corps humain possede tout un
arsenal de défense que I’on qualifie d’antioxydants. Mais bien que le terme
«antioxydant »soit fréquemment utilisé, il est difficilement définissable car il couvre un
large nombre de molécules et des domaines trés divers comme [|’alimentation,

I’industrie chimique, I’industrie pharmaceutique (Halliwell et Gutteridge, 1999).
11.3.1 .Définition

Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou de prévenir I’oxydation des
substrats (Halliwell et Gutteridge, 1999). Les antioxydants sont des composes
puissants qui peuvent neutraliser les radicaux libres impliqués dans la dégradation
cellulaire, et nous aident ainsi a garder une vie active et saine.

Certains antioxydants sont fabriqués par le corps humain, d’autres telles les vitamines et
polyphénols, doivent étre apportés par notre alimentation (Pincemail et Defraigne,
2004).

11.3.2. Classification des antioxydants
Selon (Milane, 2004), les antioxydants sont classés en :
11.3.2.1. les antioxydants endogénes

ce sont des agents reducteurs ou des enzymes qui participent a :

 Un systéme de défense primaire

Composes d’enzymes et de substances oxydantes (la catalase, superoxyde dismutase
(SOD), et glutathion peroxydase (GPy).

 Un systéme de défense secondaire

Composeé d’enzymes protéolytiques, des phospholipases, ADN endonucléases et ligase.

A.1. exemples d’antioxydants endogénes
1.1. La catalase

La catalase est une enzyme qui réduit le peroxyde d’hydrogene H,O, en libérant de
I’oxygeéne et de I’eau. Elle est localisée surtout dans les peroxysomes.(Lindau-Sehpard
et Shaffer, 1993).

21,0, Catalase 2H,0 + 0,

0
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1.2. Les glutathions peroxydases et réductases (GSHPX)

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. Le r6le de
la glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde d'hydrogéne en
molécule d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools.

Lors de cette réaction, qui demande I’intervention de deux molécules de glutathion
(GSH), celles-ci se transforment en glutathion-disulfure (GSSG) (Thérond et Denis,
2005).

H>O, + 2GSH » 2H,O + GSSG

ROOH + 2GSH are » ROH + H,O + GSSG

11.3.2.2.Les antioxydants exogenes

L’organisme posséde une seconde ligne de défense, ce sont des composés apportés par
I’alimentation dont le but est de neutraliser les effets toxiques des ERO. Parmi ces
substances, on connait notamment le béta-caroténe, I’acide urique, les cOmposés

phénoliques (flavonoides), I’acide ascorbique, la vitamine E, les caroténoides.
B.1. Exemples d’antioxydants exogénes

1.1. La vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature. Elle
intervient directement au niveau des membranes biologiques ou elle piége les radicaux
libres avant qu'ils n'atteignent leurs cibles (Goussard, 1999). La vitamine E étant
liposoluble (Figure 4), elle se fixe aux membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux
libres en empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique (Packeret
al, 2001).

HsC o CH,

CH,

CH3 CH;

HO

Figure 4 : Structure de la vitamine E
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1.2. La vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C ou acide ascorbique est I’antioxydant hydrosoluble majeur (figure 5).
Elle se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ; elle peut capter

directement I’0O2+- et I’OHe. Elle peut aussi réduire le radical et ainsi permettre une
meilleure efficacité de la vitamine E (Barus, 2008).

HO

ol

H
HO = O

HO OH

Figure 5 : Structure de la vitamine C

1.3. Les polyphénols

Les polyphénols sont des substances bioactives les plus puissantes en thérapeutique.
Une des raisons principales est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et
ainsi leurs implication probable dans la prévention des diverses pathologies associées au

stress oxydant. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les tanins
(Boizot et Charpentier, 2006).
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111.1. Généralités

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires végétaux. lls
peuvent étre definis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes (d’ou

la dénomination de métabolites secondaires).

Par opposition aux métabolites primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme
basal, les métabolites secondaires sont essentiels dans 1’interaction de la plante avec son
environnement en jouant soit le role de signaux de reconnaissance entre les plantes
(allélopathie), entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux
diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogenes. lls participent de maniere tres
efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés et jouent un rble essentiel dans

1'équilibre et I’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel (Macheix et al., 2005).

Ces composés sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des
groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Ils sont présents dans toutes les
parties des végétaux supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines)
(Boizot et Charpentier, 2006).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés)
(Macheix et al., 2005).

I11.2. Biosynthese

Les polyphénols sont synthétises a partir des metabolites primaires via deux voies : la voie de
I’acide shikimique et la voie de polyacétates (Guignard et Dupont, 2004).

111.2.1.VVoie shikimate

C’est la voie de biosynthése des composés aromatiques. Selon (Richter, 1993) cette voie
conduit aux carbohydrates ou acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine) dont la

désamination conduit aux acides cinnamique et a leurs dérivés (acide benzoique, coumarines).
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111.2.2.Voie d’acétate malonate

Les systemes aromatiques sont aussi formés par condensation répétée d’unités acétate. Cette
dénomination rappelle que c’est le malonyl CoA qui formait par décarboxylation les unités en

C2 pour allonger le complexe acyle CoA (Richter, 1993).

111.3. Classification

Selon (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006), la complexité et le degré de modification du

squelette de base font que les composés phénoliques sont classeés :

111.3.1. Composés phénoliques simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du simple

phénol en C6 (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) (Figure 6).

OH

Figure 6: structure d’un phénol simple.

111.3.1.1. acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de I'acide benzoique et ont une structure générale de base de type (C6-C1),
ils existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les acides hydroxybenzoiques les
plus abondants sont 1’acide vanillique, 1’acide gentisique, ’acide salicylique et 1’acide
gallique et sont représentés dans le (tableau Il) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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Tableau I1: Principaux acides hydroxybenzoiques

Structure R1 R2 R3 R4 Acides
phénoliques
H H H H Acide
benzoique
H OCH3 OH H Acide
R2 R1 vanillique
0
R3 H OH OH OH Acide
OH gallique
R4 OH H H H Acide
salicylique
H OCH3 OH OCH3 | Acide
syringique
OH H H OH Acide
gentisique

111.3.1.2. Acides hydroxycinnamiques (phénylpropanoides)

Ils dérivent de l'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3), ils
existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent & une réactivité chimique
importante de ces molécules. Les acides hydroxycinamiques sont 1’acide caféique, 1’acide

sinapique, I’acide coumarique...etc (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) (tableau I11).
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Tableau 111 : Principaux acides hydroxycinnamiques
Structure R1 R2 R3 Acides
phénoliques
H H H Acide
cinnamique
H OH H Acide p
OH coumarique
R NN OH OH OH | Acide
caféique
Rz
R OCH3 OH H Acide
3 férulique
OCH3 OH OCH3 Acide
sinapique

111.3.1.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques dont beaucoup sont des pigments

responsables de la coloration de nombreux fruits et fleurs (Bruneton, 1987).

Les flavonoides présentent un squelette de base a 15 atomes de carbone, composés de deux

cycles benzéniques (A et B) en Cg reliés par une chaine en Cs (figure 7). Le pont a 3 carbones

entre les deux phényles forme généralement un troisieme cycle pyrone. La distinction des

sous-classes se fait sur la conformation de cette structure centrale C.
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3

0
C
1

Figure 7 : structure de base des flavonoides
111.3.1.3.1.Classification des flavonoides

Selon le degré d’oxydation du squelette de base, les flavonoides sont ainsi divisés en

différents sous-groupe (Richter, 1993), voir (figure 5) :
A-1. Les flavanols

Les flavanols sont caractérisés par la présence de deux groupements hydroxyles en C3-C3’,

d’ou le nom de dihydroflavanols.
A-2. Les flavonols

Dans la plupart du temps, ils sont présents sous forme d’O-glycosides comme la quercétine,

la myricétine, I’isorhamnétine.
A-3. Les flavanones

Ces composés se caractérisent par 1’absence de la double liaison entre C2-C3, ils sont sous

forme de traces dans les plantes.
A-4. Les flavones

Les flavones se présentent sous forme de composés libres, ils entrent dans la composition de

la substance farineuse produite par les primeveres.
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A-5. Les anthocyanidines

Ce sont des dérivés du 2-phenylbenzopyrylium (Milan, 2004) possédent des fonctions phénol

libres, éthers ou glycoside.

Flavonols Flavanols

Figure 8: les différentes structures des flavonoides
I11. 3.2. Les composés phénoliques condensés

Ces composés résultent généralement de la condensation de certaines formes simples. Selon la
nature des constituants impliqués et selon le type de condensation, ces composés plus au

moins complexes (Sarni-Manchado et cheynier, 2006).
111.3.2.1. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques, ils sont hydrosolubles ayant une masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000 Da. lls contiennent un nombre suffisant de groupes
hydroxyphénoliques permettant des combinaisons stables avec les protéines, les

polysaccharides, acides nucléiques et stéroides (Hedqvist, 2004).

Les tanins sont classés en deux catégories : les tanins hydrolysables ou gallotanins, et les

tanins condensés ou catéchines (Sergeant et al., 2001).
111.3.2.1.1. Tanins hydrolysables

Ce sont des polyesters de glucides et acides phenoliques. Ils sont facilement scindés par les

acides ou les enzymes (tannases) en oses et en acides phénoliques. Selon la nature de celui-ci,
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on distingue les tanins galliques et les tanins ellagiques (Figure 9), (Paris et Hurabeille,
1981).

HO o
o o OH
(o N ge)
HO

HO OH
OH OH

Figure 9: structure générale d’un tanin hydrolysable
111.3.2.1.2. Tanins condensés

Ces composés résultent de la polymérisation de molécules élémentaires de flavanes
(catéchines ou leucoanthocyanidines) et résistent a I’hydrolyse (Ribereau-Gayon, 1968).
Leur structure est voisine de celle des flavonoides, et ne possedent pas de sucre dans leur
molécule (figure 10), (Paris et Hurabeille, 1981).

OH

Figure 10: Structure générale d’un tanin condensé

&
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111.3.2.1.3. Les lignines

Ce sont des polymeres d’unités phényle propane (C6-C3), les plus abondants aprés la
cellulose, et responsables dans la rigidité de la plante en raison de leur caractéere hydrophobe
(Sarni-Manchado et cheynier, 2006).

111.4. Roles physiologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont associés a de nombreux processus physiologiques des

végetaux: croissance cellulaire, différenciation, organogenese, dormance des bourgeons.

Ce sont les éléments de base des lignines, 1’'un des constituants majeurs de la paroi des
cellules végétales (Nitsh et Nitsh, 1961). Les phénols sont antiseptiques, on suppose que les
plantes, en les produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes
phytophages. En effet, les polyphénols sont impliqués dans les interactions plantes
microorganismes: dans les pathogenéses comme dans les symbioses (Bruneton, 1987).

Les flavonoides agissent dans les systémes de défense des cellules végétales en réponse a
certains stress tels que les radiations ultraviolettes. Ce sont également des agents chélateurs
des métaux nocifs aux plantes et des inhibiteurs d’enzymes. lls sont impliqués dans la
photosensibilisation, les transferts d’énergie, la photosynthese et la régulation des hormones
de croissance des plantes (Di Carlo et al., 1999).

les anthocyanes jouent un role protecteur dans 1’épiderme, agissant comme un filtre pour
réduire les niveaux d’irradiation néfastes, en plus elles attirent les insectes pollinisateurs
(Burns et al., 2003).

I11.5. Propriétés biologiques des composés phéenoliques
Les polyphénols possedent plusieurs propriétes :
111.5.1. Propriétes antibactériennes des composés phénoliques

Les cellules végétales résistent aux infections par la synthése des composés phénoliques,

I’accumulation rapide de ces derniers dans le site de l’infection d’ou leur intérét en

-
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infectiologie qui represente premiére étape de defense (Fleuriet et Macheix, 1977; Rees et
Harborne, 1985).

Les composés phénoliques sont de forts agents antimicrobiens, ils agissent a des
concentrations de 1’ordre de microgrammes par millilitre. L’action des composés phénoliques
sur les souches bactériennes peut étre bactériostatique ou bactéricide. Ces composés peuvent
agir directement sur les microorganismes en attaquant des cibles privilégiées et ils peuvent
inhiber leurs systémes de résistance aux antibiotiques (Van Vuuren, 2008 ; Hemaiswarya et
al., 2008).

111.5.2. Propriétés antioxydantes des composés phénoliques

Les composés phénoliques posseédent des propriétés antioxydantes et sont capables de piéger
les radicaux libres générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des
agressions de I’environnement (cigarette, polluant, infection) (Lahouel et al., 2004; Duenas
et al., 2006). Les polyphénols réduisent le stress oxydatif des cellules nerveuses, ce qui
pourrait constituer une protection contre les modifications nerveuses liées a 1’age telles que

celles constatées dans la maladie d’Alzheimer (Cieslik et al., 2006).

Les composes phénoliques inhibent la peroxydation lipidique et 1’oxydation des LDL, ainsi ils
préviennent les maladies cardiovasculaires (Blute et al., 2000; Akula et Odhav, 2008). lls
seraient également impliqués dans la prévention de nombreux cancers (colon, poumon, peau
etc...) (Koprivnjak et Peschel, 2011).

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants et potentiellement trés puissant dans

nos régimes alimentaire (Edeas, 2007).

Les composes phénoliques sont munis de plusieurs autres activités biologiques : ils sont
antiallergiques, anti-oedémateux et anti-inflammatoires (Landolfi et al., 1985).

-
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Chapitre 1 Matériel et Méthodes

I.1. Matériel végétal

Le matériel végétal qui a fait ’objet de ce travail est représenté par les graines de Trigonella
foenum-graecum L., c’est une plante appartenant a la famille des Fabacées. Les graines sont

achetées aux niveaux du commerce et ont été cultivées en Pakistan.
1.2. Méthodes
1.2.1. Broyage et tamisage

Les graines de Fenugrec ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention
d’une poudre fine. La poudre obtenue a été passée a travers un tamis de maille de 500um et

ensuite par un autre de maille de 250um.
1.2.2. Extraction des composés phénoliques

En vue de la richesse des graines de Fenugrec par des lipides et afin de faciliter I’extraction
des composés phénoliques, une délipidation a I’hexane a été réalisée. La poudre de Fenugrec
est mélangé avec de I’hexane, le mélange a été agité pendant deux heures, puis filtré et la

poudre a été récupéré pour I’extraction.

L’extraction consiste & obtenir un maximum de molécules phénoliques contenues dans les
graines de Fenugrec en utilisant des solvants organiques. De ce fait, une extraction solide-
liquide a été réalisée selon le protocole d’Adedapo et al., 2009. Plusieurs solvants peuvent
étre utilisés pour I’extraction des composés phénoliques, trois solvants purs de polarité
différente sont utilisés dans cette étude : le méthanol, 1’éthanol, et I’acétone. Le protocole

d’extraction est résumé dans la figure 1.

Le taux d’extraction est calculé comme suit :
i Taux d’extraction(%) = [(P1-Po)/E] x100
Avec : Po : poids de bécher vide en gramme ;

P; : poids de bécher aprés évaporation en gramme ;

E : poids de I’échantillon en gramme.

<
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10g de la poudre des graines de Fenugrec

Agitation a température ambiante et a I’obscurité

pendant 48 heures

Récupération du résidu sec

Figure 11 : Diagramme représentatif du protocole expérimental d’extraction des polyphénols
(Adedapo et al., 2009).
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1.2.3. Dosage des composés phénoliques
1.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits des graines de Trigonella foenum-graecum L. a
été déterminée par la méthode colorimétrique décrite des 1965 par Singleton et Rossi en

utilisant le réactif Folin-ciocalteu.
a. Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteux de couleur jaune, constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit lors
de I’oxydation des polyphénols en un mélange d’oxydes bleu de tungsténe et de molybdate
(Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration bleuatre obtenue est proportionnelle a la quantité des

polyphénols présents dans les extraits (Boizot et Charpentier, 2006).
b. Mode opératoire

Dans ce travail, la teneur en polyphénols totaux est évaluée en utilisant le protocole décrit par
Coe et al., 2013. 200pl d’extrait (1 mg /mL) a été additionné par 1,5 mL du reéactif de Folin-
Ciocalteux (0.1 N). Aprés 5 minutes, 1,5 mL de carbonate de sodium (Na,CO 3) a 2% ont
été ajoutés. Le mélange a été incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 60
minutes. L’absorbance est mesurée a 725 nm contre un blanc ou le volume de 1’échantillon

est remplacé par un volume équivalant de méthanol.

La concentration en composés phénoliques a été déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue par I’acide gallique comme standard (annexe 1). Les résultats sont

exprimés en mg EAG/g ES.

1.2.3.2. Dosage des flavonoides
a. Principe

Les méthodes de dosage des flavonoides sont le plus souvent colorimétriques, elles reposent
sur la capacité de ces composés a former des complexes avec le chlorure d’aluminium
(AICl3), qui donne a la solution une coloration jaunatre dont le pic d’absorption est fixé a la

longueur d’onde de 430 nm (Djeridane et al., 2006).

-
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b. Mode opératoire

La méthode utilisée dans ce travail est celle décrite par Bahorun et al., 1996 avec quelques
modifications. Un volume de 1mL de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 2% a été mélangé a
un volume égal d’extrait (Img/mL). Les absorbances ont été lues a 430 nm aprés 30 minutes
d’incubation a température ambiante et & 1’obscurité, par un spectrophotomeétre contre un

courbe étalon préalablement tracée avec la quércétine comme standard (annexe 2).

1.2.3.3.Dosage des tanins condensés
a. principe

Le dosage des tanins condensés est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de la
vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe rouge qui
absorbe & 500 nm (Schofield et al., 2001).

b. Mode opératoire

Dans ce cas, le protocole de dosage utilisé est celui décrit par Sun et al., 1998 : 3 mL de la
vanilline (4% avec le methanol) ont été aditionné a 0,5 mL d’extrait (Img/mL) et 1,5 mL
d’HCI, aprés incubation 15 minutes a tempeérature ambiante , les absorbances ont été lues a
500 nm.

Pour chaque échantillon, un blanc est préparé en remplacant la vanilline par du méthanol

pour éliminer I’absorbance de la vanilline.
1.2.4. Evaluation de I’activité antioxydante
1.2.4.1. Pouvoir anti-radicalaire au DPPH
a. Principe

Le 2.2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre coloré capable d’arracher les
atomes d’hydrogene labiles des groupements OH les plus réactif. En présence d’un
ontioxydant, le DPPH est reduit en (DPPH-H) (Saadaoui et al., 2006). Cette réaction conduit

a un changement de couleur du violet au jaune et I’absorbance diminue (Coa et al., 2009).

-
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b. Mode opératoire

Le protocole expérimental utilisé est celui décrit par Hemalatha et al., 2010: 1 mL de
solution de DPPH (0,1 mM) est ajouté a 3 mL de solution de I’extrait a différentes
concentrations, aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité , les absorbances ont été lues a
517 nm contre un blanc de methanol. Les résultats sont portés par rapport a des antioxydants

de référence, comme l'acide ascorbique et le BHA a titre comparatif.

L’activité scavinging du radical DPPH est définie comme étant le pourcentage d’hinibition de
DPPH par rapport aux concentrations d’extraits de graines de Funegrec et exprimée selon la

formule suivante :

e, . Abs controle — Abs échantillon
Activité scavenging au DPPH(%) = Abs controle X100

1.2.4.2. Evaluation du pouvoir reducteur
A. Méthode de réduction de fer ferrique en fer ferreux
a. Principe

Le pouvoir reducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans I’extrait a reduire le fer
ferrique du complexe ferricyanure (Fe**) en fer ferreux (Fe?*). L’augmentation de
I’absorbance de 1’extrait indique une augmentation de son pouvoir reducteur (Bougatef et al.,

2009).
b. Mode opératoire

Selon Ebrahimzadeh et al., 2008, 0,5 mL d’éxtrait a des concentration differentes est
mélangé avec 1 mL de tompon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 1mL de ferricyanure de
potacium (1%), le mélange a été incubé a 50C° pendant 25 minutes. Ensuite 1mL d’acide
trichloroacetique (10%) est ajoute, le melange a été centrifugé a 3000 t/min pendant 10
minutes. 1 mL de surnagent est mélangé a un 1mL d’eau distillée et 200ul de chlorure
ferrique , aprés 15 minutes d’incubation a temperature ambiante, les absorbance ont été lues a
700 nm. Le test a été effectué contre une courbe d’étalonnage tracée avec la BHA comme

standard.

-
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B. Test de phosphomolybdate d’ammonium

a. Principe

Le test au phosphomolybdate d’ammonium est basé sur la reduction du molybdate VI (Mo*®)
en molybdate VV (Mo™)et la formation d’un complexe phosphate/Mo* de couleur verte dans

un milieu acide (Bougatef et al., 2009).
b. Mode opératoire

Le test de reduction de phosphomolybdate d’ammonium pour les extraits a été realisé selon
Le protocole décrit par El sayed saleh ,2008 avec quelques modification ; 2mL de reactif de
molybdate (acide sulfurique & 0,6 M ; phosphate de sodium 28 mM ; molybdate d’ammonium
a4 mM) ont été ajouté a un volume de solution d’extrait a différentes concentrations, apres 90
minutes d’incubation a 95C°, les absorbances ont été lues a 695 nm. Ce test a été effectué
contre I’acide gallique et la quércétine comme témoins de référence. Les pourcentages

d’inhibition sont calculés avec la formule suivante :

ou:
A.: absorbance du controle a 695 nm.
A : absorbance de ’echantillon a 695nm.

1.2.5. Séparation par chromatographie sur couches minces des extraits de graines de

Trigonella foenum-graecum L.
a. Principe

La chromatographie sur couche mince repose principalement sur des phenomeénes
d’adsorption, la phase mobile est un solvant ou un melange de solvant, qui progresse le long
d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi rigide de
matiere plastique ou d’aluminium. Aprés que 1’echantillon ait ét¢ déposé sur la phase
stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du
solvant (Caude et Jardy, 1996). La distance de migration des composés est ensuite mesurée
et comparée a celle du front de la phase mobile, ceci permet de définir la réference frontale

(Rf) caracteristique de chaque composé.

-
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R R, = x,J/X,
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Figure 12 : Chambre de developpement a cuve verticale et plaque CCM (Rouessac, 2004)
b. Mode opératoire
e prépartion de la phase stationnaire

la chramatographie a été realisée sur des feuilles en aluminium et des plaques en verre, ces
derniére ont été recouvertes d’une couche fine de silice a une épaisseur de 0,5 mm. Les

plaques ont été séchées a I’air libre puis réactivées a 110 C° pendant 30 minutes.
e préparation de la phase mobile

La chromatographie s’opére dans une cuve dont I’atmosphere est saturé aussi complétement
que possible par le solvant utilisé dans le developpement (Bobbit et al., 1972), c’est pour

cela qu’il faut placer la phase mobile avant de mettre les plaques dans la cuve.

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques, pour cela différents

systemes ont été testés pour définir ce qui donne une meilleure séparation des composeés.
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Tableau 1V: Les differents systemes de migrations (phase mobile) utilisés dans 1’étude

chromatographique :

Références Systéme de migration | Proportion (mL)
) ) - Butanol - 40
Slimani et Teblache, 2009 ) )
- Acide acetique - 10
- Eau - 50
- Acétate d’¢thyle - 100
- Acide formique - 11
Mellaz, 2009 - Acide acétique - 1
- Eau - 26
- Acétate d’éthyle - 27
Males et al, 1998
- Methanol - 45
- Eau - 14
- Toluene - 60
Adrar, 2009
- Acétone - 60
- Acide formique - 10
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e Développement des plaques

Les plaques de silice ont été tracées par deux lignes limitant la distance de migration des
extraits , ces derniers ont été deposés sous forme de spots de volume égal a 5uL par depot, les

standard ont aussi été déposés de la méme fagon.

Aprés le dépot des echantillons, la plaque est placée en position verticale ou légérement
inclinée dans une cuve saturée par les vapeurs du systeme solvant approprié, le niveau de

solvant ne doit pas atteindre les spots d’échantillon (Sine, 2003).

La migrtion des molécules dépent des interaction entre la phase mobile et la phase
stationnaire et dépend également du coéfficient de partage et d’adsorption de chaque

molécule.
e Révélation par des méthodes chimiques

Ces méthodes consistent a mettre en contact de la plaque, un réactif plus ou moins
spécifique qui donne un produit coloré par réaction chimique avec les substances a révéler
(Latifou, 2005). Dans cette etude, la révélation est realisée par la vanilline sulfurique. Cette
caractérisation est accompagnée ensuite par le calcul des rapports frontaux (Rf) de chaque
tache correspondant aux éxtraits et standards selon la formule suivante : (Mahuzier et
Hamon, 1978) .

2
I
o
X
~
o
w

Ou:
dx : la distance parcourue par 1’analyte.

ds :la distance parcourue par le solvant.

-
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II.1.Taux d’extraction

L’objectif de 1’étape d’extraction des composés phénoliques a partir des végétaux est de

libérer ces composes des vacuoles ou ils se trouvent (Robards et Antolovich, 1997).

L’efficacité de I’extraction des composés phénoliques a partir de la matiére vegétale dépend
de la méthode d’extraction, de la granulométrie de la poudre utilisée et du temps de
macération (Naczk et Shahidi, 2004 ; Rodriguez-Meizoso et al., 2006). Les solvants
organiques sont les plus fréquemment utilisés pour extraire les composés phénoliques a partir
de sources végétales différentes. La solubilité des composés phénoliques dépend de la polarité
du solvant utilisé (Naczk et Shahidi, 2004).

Dans la présente étude, la méthode d’extraction solide-liquide en utilisant trois solvants a
polarité différentes nous a permis d’obtenir les taux d’extraction des polyphénols a partir des

feuilles de Trigonella foenum-graecum L. résumés dans le tableau V.

Tableau V: Les taux d’extraction avec différents solvants

Taux
Solvants d’extraction
(%)
Méthanol 8,41
Ethanol 4,64
Acétone 1,26

<
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Les résultats obtenus montrent que le meilleur taux a été obtenu par le méthanol. Ces
résultats ne sont pas en accord avec ceux rapportées par Birjees-Bukhari et al., (2008) qui
ont signalé des taux de I’ordre de (25.89%) pour la fraction méthanolique, (25,32%) pour la
fraction éthanolique et de (17,65%) pour la fraction acétonique. Cette variation est
probablement due a la différence de polarité existante entre les solvants utilisés et la méthode
d’extraction (Naczk et Shahidi, 2006).

11.2. Teneur en composés phénoliques

11.2.1. Teneur en polyphénols totaux

Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques polaires
et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques apolaires (Bruneton,
1999).

Lors du dosage des polyphénols totaux et suite a I’addition du réactif de Folin-Ciocalteu, il y
a eu apparition d’une coloration bleue relativement proportionnelle au taux des composés

phénoligues avec une absorption maximale a 725 nm (Ribéreau- Gayon, 1968).

La teneur en composeés phénoliques des différents extraits de graines de Trigonella foenum-
graecum L. a été déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
(Annex 1), et les résultats sont exprimés en mg EAG/g d’extrait sec(ES). Ces résultat est

représenté dans la figure ci-dessous :

70 -
68 -
66 -
64 -
62 -
60 -
58 ~
56 -
54 A

62,50

H teneur en
polyphenols totaux

60,28

taux de polyphenols totaux

en mg EAG/g ES

E.méthanolique E.éthanolique E. acétonique

Figure 13: Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits des graines de Trigonella foenum-

graecum L.
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Les résultats obtenus montrent que la teneur en polyphénols totaux la plus élevée est
observée dans 1’extrait méthanolique avec une valeur de 66,89+0,58 mg d’EAG/g d’extrait
sec (ES). Par contre I’extrait éthanolique présente une teneur ne dépassant pas 60,28+0,74 mg
d’EAG/g ES. Ces résultats sont quasiment similaires a ceux obtenus par Madhavanaidu et
al., 2011 avec 85,88 mg EAG /g ES, de méme pour les travaux de Belguith-Hadriche et al.,
2013 qui ont rapporté une teneur presque identique avec 78,1 mg EAG/g ES. Cependant,
selon les résultats de Birjees-Bukhari et al., 2008, la teneur en polyphenols semble étre plus
faible comparée a nos resultats et qui est de 5,75 ; 6,85 ; 4,04 mg EAG/g ES pour les extraits

méthanolique, éthanolique, et acétonique respectivement.

Cette variation de la quantité en polyphénols peut s’expliquer par la variété, les conditions de
séchage ou de stockage, par la méthode et la nature du solvant d’extraction, ainsi que par les

conditions d’extraction (temps, température).
11.2.2. Teneurs en flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus hétérogene des composés phénoliques, dont
certains sont solubles dans les solvants polaires, tandis que d’autres sont solubles dans les

solvants apolaires (Macheix et al., 2005).

Une couleur jaunatre est observée apres addition de la solution de chlorure d’aluminium
(AICI3) a nos extraits et dont I’intensité varie en fonction de la concentration de 1’extrait en
flavonoides. Cette coloration est due a la formation d’un complexe entre le chlorure
d’aluminium et les flavonoides. Les résultats obtenus en se référant a la courbe d’étalonnage

de la quercétine (Annexe 2) sont représentées dans la figure ci-dessous :

<
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30 -

24,80
5 24,04

15,36
15 -

10 - M teneur en flavonoides

Taux de flavonoides en mg EQ/gES

E.méthanolique E.éthanolique E. acétonique

Figure 14 : Teneurs en flavonoides dans les extraits des graines de Trigonella foenum-

graecum L.

D’apres ces résultats obtenus, la teneur en flavonoides dans I’extrait méthanolique et
acetonique semble étre quasiment identique, correspondant a une valeur de 24,80+0,37 et
24,04 £0,68 mg EQ/g ES respectivement, suivi par 1’extrait éthanolique avec une valeur de
15, 36+£0,27 mg EQ/g ES. Ces resultats sont conformes a ceux obtenus par Belguith-
Hadriche et al., 2013 qui ont montré une teneur de I’ordre de 20,8 mg EQ/g d’extrait. En
effet, ces teneurs citées sont trés élevées comparées a celles obtenues par Birjees-Bukhari
et al., 2008 qui sont de 0,6 ; 0,65 et 0,41 pour les extraits méthanolique, éthanolique et

acetonique respectivement.

De plus, ce travail a montré que le méthanol et 1’acétone pourraient étre les meilleurs solvants

pour I’extraction des polyphénols totaux et les flavonoides.
11.2.3. Teneurs en pro-anthocyanidine

Les résultats du dosage des pro-anthocyanidine a partir des graines de Trigonella foenum-
graecum L , exprimés en mg équivalent catéchine/g d’extrait, sont représentés dans la figure

suivante :
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Figure 15 : Teneurs en pro-anthocyanidine dans les extraits des graines de Trigonella

foenum-graecum L

D’aprés ce résultat, il s’avére que cette plante est pratiguement pauvre en pro-
anthocyanidine, la teneur la plus élevé a été signalée par I’extrait d’acétone avec seulement
1,25+0,27 mg équivalent catéchine/g ES. De plus, I’extrait éthanolique a montré une portion
plus faible et inférieure a celle retrouvée dans les autres extraits qui est de 0,04+0,006mg
équivalent catéchine/g ES. En effet, le meilleur solvant pour [I’extraction des pro-

anthocyanidines est I’acétone.

11.3. Activité antioxydante des extraits phénoliques des graines de Trigonella foenum-

graecum L.

Différentes méthodes sont utilisées pour évaluer [I’activité antioxydante, entre autre le test
DPPH, le pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium, et le test de phosphomolybdate

d’ammonium.
11.3.1. Activité anti-radicalaire (DPPH)

Cette méthode est basée sur ’utilisation d’un radical libre qui est le DPPH (2.2 diphenyl 1-
picrylhydrazyl), ce dernier est de couleur violette. En présence de donneurs de protons
(antioxydants), le DPPH vire au jaune et se réduit alors en DPPH-H (2.2 diphényll
picrylhydrazine). (Maataoui et al., 2006).

Les résultats du test DPPH peuvent étre exprimés en termes de valeurs d’ICs,. Selon

Andrade et al., 2009, le ICs est définit comme la concentration de 1’extrait nécessaire pour
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inhiber 50% du radical DPPH. Une faible ICsy correspond a une forte capacité réductrice
(Chang et al., 2007). Les résultats du test antiradicalaire sont représentés dans la

figure suivante :

100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - / extrait acétonique

=9—extrait méthanolique
== extrait éthanolique

20 -
10 ~

0 L T T 1
0 50 100 150

concentration en pg/ml

pourcentage d'inhibition (%)

Figure 16 : Pouvoir anti radicalaire des extraits des graines de Trigonella foenum-graecum L.

a différentes concentrations.

100 -

=0—BHA
== A ascorbique

% d'inhibition

0 1 2 3 y 5 6
Concentrations (png/ml)

Figure 17 : Activité anti radicalaire des standards (BHA et Acide ascorbique a différentes

concentrations)
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Tableau VI : Les valeurs d’ICsq des extraits des graines de Trigonella foenum-graecum L. et

les standards (Ac.ascorbique, BHA) de I’activité scavenging du DPPH

Extraits ICs0 (g/ml)
Extrait méthanolique 46,63
Extrait éthanolique 85,42
Extrait acétonique 54,28
Acide ascorbique 1,61
BHA 10,38

Selon la figure, nous constatons que les extraits méthanolique et acétonique ont dévoilé
une forte activité scavinging du radical DPPH, avec des pourcentages de 92,93% et 83,47%
respectivement en comparaison avec les standards utilisés (BHA et acide ascorbique) qui ont
donné des pourcentages d’inhibition de 97,01% et 96,02% respectivement. Par contre 1’extrait
éthanolique a montré une faible activité antiradicalaire par rapport aux autres extraits avec un
pourcentage d’inhibition de 61,43% en comparaison avec les standards utilisés. Ces résultats
sont en étroite accord avec les études réalisées par Madhava Naidu, 2011, lequel a rapporté
un pourcentage d’inhibition pour I’extrait méthanolique équivalent & 70%, il en est de méme
pour les travaux de Yacoubi et al., (2011) qui ont abouti a des résultats similaires

correspondant a 74,71% pour 1’extrait acétonique.

Par ailleurs, il est a constater que 1’extrait méthanolique posséde une activité antiradicalaire la
plus élevée avec un ICsy de 46,63ug/mL, étant donné qu’il est le précurseur, donc englobe la
totalité des composés phénoliques, suivi de prés par 1’extrait acétonique avec ICso de
54,28ug/mL puisqu’il renferme les teneurs en flavonoides et en pro-anthocyanidine les plus
élevés, sachant que ces derniers constituent de puissants antioxydants (Iris et al., 1999). En
effet, contrairement aux deux extraits cités, I’extrait éthanolique est avec un pouvoir
antiradicalaire le moins fort avec une 1Csy de 85,42ug/mL., ces valeurs sont supérieurs a celle
obtenus par les standards utilisés ( Ac.ascorbique et la BHA) qui sont de 1,61 et 0,98 pg/ml

respectivement.

Il est aussi important de noter que 1’activité scavenging du radical DPPH dépend de la
concentration des extraits, et plus la concentration est élevée plus le pourcentage d’inhibition

augmente.

-
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11.3.2. Pouvoir réducteur de fer ferrique en fer ferreux

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait a donner un électron et a réduire le fer
ferrique en fer ferreux. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’un composé
comme indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Huang et al., 2005; Li et al.,
2009).

I+ _ 2+ . . . £
Fe’ ' +e —— Fe  (réaction de réduction)

La couleur jaune de la solution de ferricyanure de potassium vire vers une couleur bleue verte

dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de chaque extrait.

04 -

0,35 -

0,25 -

0,2 - . == extrait méthanolique
0,15 - —{fli— extrait éthanolique

extrait acétonique
0,1 -

absorbances a 700 nm

0,05 -

O 'v‘ T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

concentration des extraits en mg/ml

Figure 18 : Pouvoir réducteur de fer ferrique des extraits des graines de Trigonella foenum-

graecum L.
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Figure 19 : Pouvoir réducteur de fer ferrique de standard (BHA)

Les courbes obtenues (figure 18) indiquent que I’absorbance augmente au fur et a mesure que
la concentration en extrait s’éléve. Plusieurs études, ont confirmé que le pouvoir réducteur est
proportionnel avec 1’augmentation des concentrations (Moreira et al.,2010). Ces resultats
peuvent étre expliqués par la présence de composés donneurs d’électrons qui entrainent la
réduction de Fe** en Fe?*. Plus la concentration des extraits augmente plus il y a apport
d’antioxydants et par conséquent, le pouvoir réducteur augmente.

D’aprés ce résultat, I’extrait méthanolique posséde le plus grand pouvoir réducteur, suivi de

I’extrait acétonique, puis éthanolique. Ces trois extraits présentent un pouvoir réducteur

inférieur a celui de la BHA.

Les écarts entre les résultats sont remarquables et pourraient étre dus a la quantité des

antioxydants contenues dans chaque extrait, ou au solvant.

Il est important de noter que I’extrait méthanolique qui a montré le plus grand pouvoir
réducteur pourrait avoir la quantité la plus élevée en composés phénoliques. Contrairement
aux résultats obtenus par Birjees-Bukhari , 2009 signalant que 1’extrait éthanolique donne

une forte activité réductrice.

Par ailleurs, Saheedeh et al., 2007 ont rapporté¢ qu’il existe une relation entre ’activité

réductrice de I’ion Fe** et la teneur en polyphénols totaux.
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11.3.3 Pouvoir réducteur de phosphomolybdate d’ammonium

La méthode du phosphomolybdate d’ammonium est basée sur la réduction du molybdate

Mo*® en Mo™par des antioxydants (Abdel-Hameed, 2009; Ghafour et al., 2010). Les

résultats du test du pouvoir réducteur par le molybdate d’ammonium sont présentés dans la

figure suivante :
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Pourcentage d'inhibition( %)
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0

-

== extrait méthanolique
== extrait éthanolique

extrait acétonique

50 100 150
Concentration des extraits en pg/mL

Figure 20 : Pouvoir réducteur de molybdate d’ammonium des extraits des graines de

Trigonella foenum-graecum L.

90 ~

% de réduction

== Acide gallique
== Quercétine

10 15 20 25
Concentrations (pg/ml)

Figure 21 : Pouvoir réducteur de phosphomolybdate d’ammonium des standards ( ac. gallique

et la quercétine)
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Tableau V11 : Les valeurs d’ICsq des extraits des graines de Trigonella foenum-graecum L. et

les standards (Ac.ascorbique, BHA) de I’activité scavenging du DPPH

Extraits ICs0 (g/ml)
Extrait méthanolique 28,26
Extrait éthanolique 40,4
Extrait acétonique 45,5
Acide gallique 6,22
quercétine 10,38

D’apres la figure 20 et le tableau VII, ’extrait méthanolique posséde le plus grand pouvoir

réducteur avec un ICso de 28,26 pg/ml , suivie de I’extrait éthanolique avec un ICsy de 40,4

pg/ml, puis I’extrait acétonique avec un ICsq de 45,5 pug/ml, ces valeurs sont supérieurs a celle

obtenus par les standards utilisés ( Ac.gallique et la quercétine) qui sont de 6,22 et 10,38 pg/ml

respectivement.

Ces différences pourraient étre due a I’interaction des différents composés (phénoliques,
acides organiques, et les enzymes) , ceci a été confirmé par les travaux de Meot-Duros et
al., 2008 qui ont montré que [I’activité antioxydante estimée par

phosphomolybdate n’est pas due seulement aux polyphénols, mais aussi a d’autres composés

tels que les acides organiques qui peuvent augmenter 1’activité antioxydante.

la méthode de
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11.4. Etude chromatographique des extraits des graines de Trigonella foenum-graecum L

Pour avoir les empreintes flavonoidiques de nos extraits, et avoir une idée sur leur
composition chimique, une chromatographie sur couche mince a été réalisée en utilisant

quatre systémes de solvant :

e Premier systéme : butanol, acide acétique et ’eau (40, 10, 50), les résultats de ce

systeme sont présentes dans le tableau suivant :

Tableau V111 : Résultats de la CCM concernant le premier systéme

Dépot N° spots Re
1 0,073
2 0,830
Extrait méthanolique 3 0,992
(EM) 4 0,801
1 0,073
Extrait éthanolique 2 0,992
(EE) 3 0,801
1 0,794
2 0,808
Extrait acétonique 3 0,904
(EA) 4 0,985
Ac. Gallique (AG) 1 0,911
Ac. Tannique (AT) 1 0,301
Quercétine (Q) 1 0,882
Rutine (R) 1 0,235

Suite a I’observation des plaques aprés une révélation et la comparaison des Rg des spots
issus de la separation des extraits avec ceux des témoins utilisés ont permis d’avoir une idée
sur les composés présents dans les graines de Trigonella foenum-graecum L.
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D’aprés les Rr obtenus on peut déduire que :

Les extraits méthanolique et éthanolique indiquent trois composes en commun avec des Rg de
0,073; 0,801; et 0,992. Toutefois, ces composés n’ont pas été identifiés car on n’a pas utilisé
les standards adéquats.

Figure 22 : chromatogramme obtenu par le systeme 1(butanol, acide acétique et I’eau : 40,
10, 50) avec une révélation par la vanilline sulfurique.

E
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e Deuxieme systéme: acétate d’éthyle, acide formique, acide acétique, eau
(100,11 ,11,26), les résultats de ce systéeme sont mentionnés dans le tableau suivant

Tableau IX : Résultats de la CCM concernant le deuxiéme systeme

dépot N° spots Re
1 0,075
2 0,156
Extrait méthanolique 3 0,218
(EM) 4 0,25
5 0,475
6 0,556
1 0,062
2 0,143
3 0,2
Extrait éthanolique 4 0,25
5 0,5
(EE) 6 0,575
7 0,875
Extrait acétonique 1 0,25
(EA) 2 0,481
3 0,556
4 0,943
Ac. Gallique (AG) 1 0,962
Ac. Tannique (AT) 1 0,937
Quercétine (Q) 1 0,968
Rutine (R) 1 0,75
Ac. Caféique (AC) 1 0,968

Par le biais de ce systeme, nous avons pu mettre en évidence : 6 composés pour I’extrait
méthanolique, 7 pour I’extrait éthanolique, et 4 pour 1’extrait acétonique mais aucun de ces
composés ne correspond aux témoins utilisés, cependant, on a remarqué la présence d’un
composé en commun dans les trois extraits ayant un Rg de 0,25.
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Figure 23 : Chromatogramme obtenu par le systéeme 2 (acétate d’éthyle, acide formique,
acide acétique, eau:100,11,11 ,26), apres révélation par la vanilline sulfurique.

E
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e Troisieme systeme : toluene, acétone, acide formique (60, 60, 10) les résultats de ce
systeme sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau X : Résultats de la CCM concernant le troisiéme systeme

Dépot N° spots R
1 0,035
Extrait méthanolique 2 0,071
(EM) 3 0,171
1 0,057
Extrait éthanolique 2 0,214
(EE) 3 0,321
1 0,035
Extrait acétonique 2 0,064

(EA)

Ac .gallique (AG) 1 0,678
Ac. Tannique (AT) 1 0,571
Quercétine (Q) 1 0,821
Rutine (R) 1 0,157
Catéchine (Cat) 1 0,785

D’aprés ’observation des plaques on remarque que ce systétme n’a pas donné une bonne
séparation des composés phénoliques et d’aprés les Rg obtenus on a remarqué la presence
d’un composé en commun dans les extraits méthanolique et éthanolique avec un R¢ de 0,035.

Figure 24 : Chromatogramme obtenu par le systéeme 3(toluéne, acétone, acide formique : 60,
60, 10) apres révélation par la vanilline sulfurique.

E
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e Quatrieme systeme : acétate d’éthyle, méthanol, eau (27 ; 4,5 ; 14) les résultats de ce

systéme sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau X1 : Résultats de la CCM concernant le quatriéme systeme

Dépot

N° spots

Re

Extrait méthanolique
(EM)

0,093
0,156
0,306
0,425
0,568
0,968

Extrait éthanolique
(EE)

0,056
0,093
0,131
0,168
0,306
0,4
0,568
0,968

Extrait acétonique
(EA)

0,05
0,093
0,15
0,4
0,568
0,968

Ac. Gallique (AG)

0,587

Ac. Tannique (AT)

0,556

Ac. Caféique (AC)

0,656

Quercetine (Q)

0,968

Rutine (R)

RPIRPRPIPRPRPOOMMWONREPONOOOPRRWNEP OO WDNPE

0,293

Ce systeme nous a permis d’observer plusieurs taches pour les trois extraits, comme on peut
remarquer aussi la présence de trois composés en commun dans les trois extraits avec des R
de 0,093; 0,568; 0,968. Un composé en commun dans les extraits méthanolique et éthanolique
de Rr de 0,306 a également été détecté, de méme pour les extraits éthanolique et acétonique
un autre composé en commun avec un Rg de 0,4. Mais aucun de ces composés ne correspond

aux témoins utilisés.
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Figure 25 : Chromatogramme obtenu par le systéme 4 (acétate d’éthyle, méthanol, eau : 27 ;
4,5 ; 14) apres révélation par la vanilline sulfurique.

Selon les résultats obtenus en utilisant les quatre systemes de solvant, on peut en déduire
que le quatrieme systéme de migration acétate d’éthyle, méthanol, eau (27 ; 4,5; 14) s’est
avéré comme le systtme adequat, car il a permis d’avoir une trés bonne séparation
chromatographique et une visibilité acceptable des spots. Toutefois, 1’identification des spots
n’a pas été établie a cause de non correspondance des taches de standards avec nos extraits et
aussi suite au manque d’utilisation d’autres standards qui pourraient dévoiler la caractérisation
de ces extraits.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Les gaines de Trigonella foenum-graecum L., ont fait I’objet de la présente étude. Différentes
analyses sont appliquées : extraction des polyphénols, le dosage de ces différents composés
(polyphénols totaux, flavonoides et pro-anthocyanidines) ainsi que 1’évaluation des effets
antioxydants des extrais de ces graines par deux moyens; pouvoir réducteur (test de
phosphomolybdate d’ammonium et pouvoir de chélation des métaux) d’une part et I’activité
antiradicalaire a 1’égard du DPPH d’autre part. Cette étude est réalisée sur trois extraits a
partir des graines de Trigonella foenum-graecum L. (extrait méthanolique, extrait éthanolique,

et extrait acétonique).

Il en ressort de I’analyse des résultats obtenus pour le rendement d’extraction, que le
méthanol pur a permis d’obtenir un rendement le plus élevé qui est de 8,41% par rapport aux

autres extraits mais ce taux est inférieur a celui trouvé par d’autres auteurs.

En outre, I’analyse quantitative des polyphénols par la méthode spectrophotométrique a
montré que les teneurs sont importantes et pratiquement différentes d’un extrait a un autre, qui
varient de 60,28 mg EAG/g ES (extrait éthanolique) a 66,89 EAG/g de ES (extrait
méthanolique). D’autre part, les résultats du dosage des flavonoides révelent que les extraits
méthanolique et acétonique ont mentionné des valeurs étroitement différentes qui sont de
24,80 et 24,04 mg EQ/g ES respectivement. Au contraire, 1’extrait éthanolique est avec une
faible valeur de I’ordre de 15,36 mg EQ/g ES. Concernant les teneurs en pro-anthocyanidine,
elles sont plus élevees dans 1’extrait acétonique suivi par I’extrait méthanolique, cependant,

elles sont un peu plus faible dans I’extrait éthanolique.

L’activité antioxydante est estimée en déterminant le pouvoir réducteur et I’activité
antiradicalaire. La meilleure activité antiradicalaire avec le radical DPPH et le  meilleur
pouvoir de chélation des métaux sont obtenus avec les extraits méthanolique et acétonique.
Cependant le meilleur pouvoir réducteur de molybdate d’ammonium est enregistré par les

extraits méthanoligue et éthanolique.

L’étude chromatographique des différents extraits de graines de Trigonella foenum-
graecum L., nous a permis de visualiser une séparation nette de nombreuses taches et de

présumer la présence de différent composés qu’on a pas pu caractériser.

-
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A la lumiere des résultats obtenus dans la présente étude, on peut conclure et confirmer que
les graines de Trigonella foenum-graecum L. constituent une excellente source de composés a

activité antioxydante. Il serait alors intéressant d’approfondir ce travail par:

e [’étude d’autre activités (antimicrobienne, antidiabétique, anti-inflammatoire...etc) de
ces graines;

e Caractérisation phytochimique des composés phénoliques d’extraits des graines de
Trigonella foenum-graecum L .en utilisant d’autres méthodes plus poussées telle que :
HPLC couplée a la spectrométrie de masse ou a la RMN

e Etude des autres organes de la plante (feuille, tige, fleur...) afin de déterminer 1’organe

le plus riche en composeés phénoliques.
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Annexes

Courbes d’étalonnages utilisées pour le calcul des teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et

proanthocyanidines :
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Annexe 1 : Courbe d'étalonnage avec I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

(A=725 nm)
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Annexe 2 : Courbe d'étalonnageavec la quercétinepour le dosage des flavonoides ( A=430 nm)
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Annexe 3 : Courbe d'étalonnage avec la catéchine pour le dosage des proantocyanidine (A=500

nm)
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Courbes obtenues par origine 8 pour le calcul des 1Csg
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Equation y = A2 + (AL-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Value Standard Error

B ALl -27529,47018 4,36809E6

20 B A2 111,57692 16,31763

B X0 -441,80749 12981,2389

B dx 80,07173 52,81385
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Annexe 4 : courbe pour le calcul de I'ICsg de I’extrait méthanolique des graines de Trigonella
foenum-graecum L dans I’activité scavenging du DPPH
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Annexe 5 : courbe pour le calcul de I’ICsg de I’extrait éthanolique des graines de Trigonella
foenum-graecum L dans I’activité scavenging du DPPH
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Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Value Standard Error
B AL -44780,38923 2,45234E7
B A2 95,89082 22,12801
B x0 -459,79331 | 41429,85428
B dx 74,72922 85,5961
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Annexe 6: courbe pour le calcul de I’ICsq de I’extrait acétonique des graines de Trigonella
foenum-graecum L dans I’activité scavenging du DPPH
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Annexe 7: courbe pour le calcul de I’ICs de I’acide ascorbique dans I’activité scavenging du
DPPH
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Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Value Standard Error
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B A2 80,12506 8,90259
B x0 -8,6606 8652,4021
B dx 1,02813 1,35984
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Annexe 8 : courbe pour le calcul de I’'ICso de BHA dans I’activité scavenging du DPPH
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Annexe 9: courbe pour le calcul de I’ICsp de 1’extrait méthanolique dans I’activité réductrice
de phosphomolybdate d’ammonium



Annexes

—_-E
—— SR AL St
20 4
]
90 4 /_{__,.-"
u
o #0
T
LT T e
- ey el
20 S AR REad gl 4]
& Tt 5 it Sl
E] BB ERl ] I T
& T o
] T T T T
a 50 100

Annexe 10 : courbe pour le calcul de I’ICs de 1’extrait éthanolique dans 1’activité réductrice
de phosphomolybdate d’ammonium
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Annexe 11 : courbe pour le calcul de I’ICsq de 1’extrait acétonique dans I’activité réductrice
de phosphomolybdate d’ammonium
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Annexe 12 : courbe pour le calcul de I’ICso de BHAdans ’activité réductrice de
phosphomolybdate d’ammonium



Résumé :

Trigonella foenum-graecum L. est une plante herbacée appartenant a la famille des
Iégumineuses (Fabacées), c’est une plante d’une grande qualité nutritive, Ses graines sont
d’une composition hétérogéne de substances variées. Afin d’examiner 1’activité antioxydante
des polyphénols des graine de cette plante on a réalisé trois tests : le pouvoir réducteur, le test
phosphomolybdate, et 1’activité scavenging du DPPH. Le dosage des principaux groupes des
polyphénols de Trigonella foenum-graecum L. a montré que I’extrait méthanolique est le plus
riche en polyphénols totaux (66,89mg EAG/g ES) et en flavonoides (24,80mg EAG/g ES).
Les trois extraits ont donnés de tres faibles quantités des tannins condensés, et I’extrait
acétonique enregistre la teneur la plus élevé (1,25mg E catéchine/g ES ).

Les trois tests ont démontré que 1’extrait méthanolique qui a donné I’activité antioxydante la
plus élevée. L’analyse qualitative des extraits par CCM a mis en évidence 1’existence de
quelques composés phénoliques

Mots clés : Trigonella foenum-graecum L., polyphénols, activité antioxydante,

Abstract:

Trigonella foenum-graecum L. is herbaceous plants belonging to the leguminous family
(Fabacae) . itis a plant of a great food value, its seeds are of a heterogeneous composition of
varied substances . In order to examine the antioxidant activity of seed’s polyphenols of this
plant, three tests were carried out: reducting power, the phosphomolybdate test, and the
scavenging activity of the DPPH. The proportioning of the principal groups of polyphenols of
Trigonella foenum-graecum L showed that the methanolic extract is the richest in total
polyphenols (66,89mg EAG/g ES) and in flavonoids (24,80mg EAG/g ES). The three
extracts gave very small quantities of condensed tannins, and the acetone extract records the
highest content (1,25mg E catechin/g DE).

The three tests showed that the methanolic extract gave the highest antioxidant activity.

The qualitative analysis of the extracts by CCM highlighted the existence of some phenolic
compounds

Key words: Trigonella foenum-graecum L, polyphenols, antioxidant activity,
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