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Introduction

Depuis des millénaires, les étres humains puisent dans les richesses de la nature, en

particulier les plantes, afin de se soigner et de combattre de nombreuses affections.

Depuis les premiers temps, I’homme a utilis¢ les plantes pour se soigner. Grace a
I’observation et a 1’expérience, il a peu a peu compris leurs effets bénéfiques. Ces
connaissances, transmises au fil des générations, ont permis d’identifier les composants actifs

responsables de leurs propriétés medicinales.

Les plantes médicinales sont des végétaux connus pour leurs pouvoirs bienfaiteurs. On
les utilise souvent pour la phytothérapie. La phytothérapie est le traitement (médecine
parallele ou traditionnelle) par les plantes, c'est-a-dire par la consommation ou I'utilisation en
voie externe, de produits préparés a partir de plantes, sans passer par une étape de sélection
des molécules ; on ne consomme donc pas que le principe actif, mais tout ce que contient la
plante. Les plantes médicinales disposent de nombreuses vertus curatives. Parmi ces
substances, on peut citer les flavonoides, connus pour leur réle bénéfique sur la circulation
sanguine, ainsi que les principes actifs amers, qui facilitent le processus digestif (Abdelkader
et al., 2009).

L’Algérie, grace a I’étendue de son territoire et a la richesse de ses paysages, abrite une
grande diversité de plantes. On y trouve environ 4 000 especes réparties dans 917 genres et
131 familles. Son histoire, influencée par de nombreuses civilisations, a aussi favorisé le
développement de connaissances traditionnelles en phytothérapie (Belhouala & Benarba,
2021).

Parmi les plantes médicinales les plus réputées, le fenugrec (Trigonella foenum-
graecum L.) occupe une place importante. Cette plante est utilisée aussi bien en alimentation
qu’en médecine traditionnelle et en cosmétique, sous différentes formes telles que la poudre

des graines, I’huile ou encore 1’infusion.

Malgré I'intérét croissant pour les propriétés médicinales du fenugrec, peu d'études se

sont spécifiqguement intéressées a I'effet de la plantule sur son activité antioxydante.

Dés lors, une question essentielle se pose : Quelle est la différence de I’activité
antioxydante entre les graines germées (plantules) et les graines de Trigonella foenum-

graecum L. ?

Le présent travail porte sur 1’étude de 1’activité antioxydante des graines et de la plante

de Trigonella foenum-graecum L. Il est structuré en deux grandes parties :
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Une premiere partie consacrée a 1’étude bibliographique, subdivisée en deux chapitres

Le premier chapitre traite de la description botanique de Trigonella foenum-graecum L.,
de sa classification botanique, de sa répartition géographique, de sa composition biochimique,
de ses effets pharmacologiques, ainsi que du cycle de germination du fenugrec. Et le

deuxiéme chapitre est dédié au stress oxydatif, aux radicaux libres et aux antioxydants.

La seconde partie s’intéresse aux méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante, ainsi

qu’a la discussion de nos résultats en les comparant aux travaux et études antérieurs.



Premiere partie
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Chapitre 1 Trigonella foenum-graecum

I.1. Description botanique de Trigonella foenum —graecum L.

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum L.) est une plante herbacée annuelle de la

famille des Fabacées (Rahmani et al., 2015).

En grec, il est connu sous le nom de "fenugrec", tandis qu'en médecine traditionnelle,
notamment selon les écrits d'Avicenne, il porte le nom d’« Holba ». Il est aussi appelé
"shambala", "helba", "hilbe", "mithi" ou "chaman" selon les régions (Kaysarov & Mardonov,
2023).

Les variétés de fenugrec présentent une diversité génétique importante qui se manifeste
a travers des difféerences morphologiques (nombre de gousses par plante, nombre de graines
par gousse), physiologiques (tolérance au stress) et biochimiques (teneur en saponines,
flavonoides, etc.)(Kena & Latera, 2025).

Trigonella foenum-graecum se caractérise par des tiges droites, qui peuvent mesurer
entre 20 et 230 cm, parfois ramifiées, creuses et teintées d'anthocyanines. Ses feuilles, riches
en nutriments tels que les minéraux et vitamines, présentent des stipules poilues et des
pétioles cartilagineux. Les fleurs, généralement en grappes axillaires, arborent une corolle de
couleur jaune pale, parfois teintée de lilas. Les gousses, mesurant de 10 a 18 cm, sont
courbées et renferment de 10 a 20 graines, dont la forme varie de rectangulaire a arrondie, et
la couleur oscille entre le gris et le brun. Les graines sont particulierement riches en protéines
(notamment la lysine et le L-tryptophane), en fibres mucilagineuses, ainsi qu’en plusieurs
composés bioactifs tels que les saponines, la coumarine et la trigonelline, qui leur conférent

des propriétés thérapeutiques (Petit-Aldana et al., 2014).

Figure 1. Feuilles de Trigonella foenum-graecum (Bahmani et al., 2016).
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1.2. Classification botanique

Selon la classification APG 2016 le fenugrec (Trigonella foenum-graecum) appartient a la

classification suivante (Mahbub et al., 2018).
Régne : Plantae (Plantes)
Clade : Angiosperme (Plantes a fleurs)
Clade : Eudicotylédones
Clade : Rosidées
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Sous famille : Faboideae
Trib : Trigolieae
Genre : Trigonella

Espéce : Trigonella foenum-graecum.

Figure2. Graines de Trigonella foenum-graecum (Bahmani et al., 2016).
1.3. Répartition géographique
Les especes de Trigonella se retrouvent principalement dans les régions arides
entourant la Méditerranée, ainsi que dans I'Asie de I'Ouest, I'Europe, I'Afrique du Nord et du
Sud, I'Amérique du Nord et I'Australie méridionale. Le nombre exact d'espéces et la
classification du genre ont été au centre de nombreuses discussions et débats (Petit-Aldana et
al., 2014).
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1.4. Composition biochimique

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum) est une plante médicinale dont les graines

sont riches en composeés bioactifs tels que des saponines, des alcaloides, des mucilages, des

flavonoides, des protéines et des huiles. Cette composition lui confére de nombreuses

propriétés bénéfiques pour la santé, comme présenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1. La composition chimique de graine de Trigonella foenum-graecum

(Bahmani et al., 2016).

Composant Description

Saponines Diosgénine (0,1 % a 2,2 %), yamogenine, tigogénine, gitogénine,

Stéroidiennes sarsapogeénine, yuccagénine, smilagénine, fenugréquine.

Alcaloides Trigonelline (jusqu'a 36 %), gentanine, carpaine cholinique.

Huiles Huiles fixes contenant des acides gras insaturés (6 % a 10 %), propriétés
antimicrobiennes. Ingrédients aromatiques (N-Alkénes, sesquiterpenes)

Mucilage Galactomannane, xyléne, capacité de rétention d'eau, effets laxatifs,
propriétés émulsifiantes et de suspension.

Composés Riche en lysine, arginine, tryptophane (22 % a 25 %), faible en acides

Protéiques aminés soufrés, et gelicine.

Glucides Environ 8 % de glucides, composés inhibiteurs de protéinase.

Minéraux et Fer, phosphate, calcium, vitamines B1, C, A, D et acide nicotinique.

Vitamines

Flavonoides Glycosides, orientine, isoorientine, vitexine, épigénine, quercetine.

polyphenol Acide gallique, acides phenoliques

Coumarines Acide cinnamique, lactone ortho-dihydroxy et scopoléline.

Autres Tanins et composés caroténoides.

Substances

1.5. Les effets pharmaceutiques de Trigonella foenum-graecum

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum) est une plante aux nombreuses propriétés
médicinales, utilisée pour ses effets antioxydants, hypoglycémiants, anticancéreux,
antilipémiques et anti-inflammatoires. Il contribue a la réduction du stress oxydatif en activant
certaines enzymes protectrices et limite les complications liées au diabete en améliorant la
sensibilité a I’insuline et en régulant la glycémie. Ses composes bioactifs, notamment les
polyphénols et la diosgénine, jouent un rdle dans I’inhibition de la croissance des cellules
cancéreuses et le renforcement des défenses de I’organisme. Il participe €galement a
1I’équilibre lipidique en abaissant le cholestérol et les triglycérides, tout en possédant des
propriétés antimicrobiennes contre divers agents pathogenes. En paralléle, il protége le foie,
favorise la digestion et soutient la santé cardiovasculaire. Toutefois, bien que ses bienfaits

soient reconnus, une consommation excessive peut entrainer des effets indésirables,
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notamment digestifs et hypoglycémiants, nécessitant des recherches supplémentaires pour

optimiser son usage thérapeutique (Yadav & Baquer, 2014).

Pharmaceutical
effects of

Trigonella
Soenum-greacum

Figure 2. Effets pharmaceutiques de Trigonella foenum-graecum (Yadav & Baquer, 2014).

1.5.1. Effets antioxydants

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum) posséde des propriétés antioxydantes qui
aident a combattre le stress oxydatif, un facteur clé de nombreuses maladies, notamment le
diabete. Des études ont montré que les graines et les feuilles de fenugrec améliorent I'activité
des enzymes antioxydantes (SOD, catalase, GPx) et réduisent la peroxydation lipidique dans
divers tissus (cceur, foie, reins, cerveau). La germination des graines renforce ces effets en
améliorant la digestibilité des protéines et I'absorption des lipides. De plus, I’extrait aqueux de
fenugrec protege contre les 1ésions rénales et hépatiques induites par le diabéte ou 1’alcool.
Ses effets bénéfiques sont attribués a ses flavonoides et polyphénols, bien que leur mécanisme
exact reste a élucider (Yadav & Baquer, 2014).

1.6. Cycle de germination du fenugrec

Le temps de germination dans le sol varie généralement de 3 a 10 jours. Six a dix jours
aprés la germination du fenugrec, les plantules produisent leur premiére feuille, qui est
généralement simple ; il n'y a toujours pas d'épicotyle visible, car la premiere feuille trifoliée
se forme aprés 5 a 8 jours supplémentaires. La croissance est plus lente dans des conditions
plus fraiches et humides, et de longues périodes sous ces conditions peuvent empécher la

maturation des plantes pour la récolte des graines.
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Le taux de croissance du fenugrec est lent au début de la saison de croissance, et le
développement des feuilles est dépendant de la température. Dawidar et Fayez ont étudié la
composition en sapogénines de la plante a différents stades de croissance ainsi que dans
différentes parties des graines. Ils ont révélé que les plantules possédent la plus forte teneur en
diosgenine (et autres sapogénines stéroidiennes) par rapport a tous les autres stades de

croissance (Mehrafarin et al., 2011).

NN -
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Figure 3. Le premier port de croissance d'un plant de fenugrec (Trigonella foenum-graecum)
(Mehrafarin et al., 2011).



Chapitre 2
Stress oxydatif



Chapitre 2 Stress oxydatif

11.1. Stress oxydatif

Le stress oxydant, tout comme 1’inflammation, joue un réle central dans I’apparition et

les complications de nombreuses pathologies chroniques (Zbadi et al., 2018).

Stress oxydatif se définit comme une perturbation de I'équilibre pro-oxydant et

antioxydant en faveur du premier (Sies et al., 2017).

Un pro-oxydant désigne toute substance capable de favoriser un processus d’oxydation,
soit en inhibant les mécanismes de défense antioxydants, soit en produisant des espéces

réactives de ’oxygene ou de I’azote, telles que les radicaux libres (Leroy, 2016).

Normalement, les radicaux libres sont produits en quantités contrdlées pour des
fonctions physiologiques (métabolisme énergétique, défense cellulaire), mais lorsqu'ils
deviennent excessifs (intoxications, radiations, carences nutritionnelles) ou que les systemes
antioxydants (enzymes, vitamines) sont déficients, ce déséquilibre provoque des dommages
cellulaires (oxydation des lipides, protéines et ADN). Le stress oxydant, souvent localisé a
des tissus spécifiques, joue un réle clé dans le vieillissement et diverses pathologies (Favier,
2003).

11.2. Radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome portant un électron non apparié sur sa
couche externe, ce qui le rend hautement réactif et instable. Lorsque cet électron célibataire se
trouve sur un atome d'oxygéne, l'espéce est alors qualifiée d'espéce réactive de I'oxygene

(ERO) ou réactive oxygeéne spécifs (ROS) en anglais (Durand et al., 2013).

Les Espéces Réactives de 1'Oxygéne (ERO) sont des molécules oxygénées bien plus
réactives que le dioxygéne (O, ). Elles incluent a la fois des radicaux libres — comme l'anion
superoxyde (O, ¢~ ), le radical hydroxyle (*OH) et I'oxyde nitrique (NO¢) — et des composes
non radicalaires tels que le peroxyde d'hydrogene (H, O, ), I'oxygene singulet (*O, ) et le
peroxynitrite (ONOO™ ). Si le superoxyde et I'nydroxyle sont extrémement instables, H, O, ,
en revanche, diffuse facilement et persiste plus longtemps, ce qui lui confére un réle clé dans
la signalisation cellulaire et les dommages oxydatifs (Costantino et al., 2011).
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Tableau 2 .Radicaux libres du stress oxydant (Gauche & Hausswirth, 2006).

Symbole Nom du radical

O, *” Radical superoxyde
HO, « Radical perhydroxyle
*OH Radical hydroxyle
RO, Radical peroxyle
RO- Radical alkoxyle

Le point (*) indique la présence d'un électron non apparié caractéristique des radicaux libres, le signe (-) sur O, «~
indique qu'il s'agit d'un anion, (R) représente un groupement organique.

11.3. Antioxydants

Un antioxydant est une molécule capable d’inhiber I’oxydation d’une autre molécule. I1
interrompt la chaine de réactions des radicaux libres en sacrifiant ses propres électrons pour

alimenter les radicaux libres, sans devenir eux-mémes des radicaux libres (Sunitha, 2016).

Pour évaluer le profil antioxydant des extraits obtenus, plusieurs indices ont été utilisés,
notamment la teneur totale en composés phénoliques (TPC), la teneur totale en flavonoides
(TFC), ’activité de piégeage du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), le test de
blanchiment du B-caroténe, le pouvoir réducteur du fer (FRAP) ainsi que le test ABTS (2,2’
azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)). Par ailleurs, une caractérisation des extraits
par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été réalisée afin d’estimer la

teneur en composés actifs (Hameed et al., 2019).

D’un point de vue fonctionnel, les antioxydants peuvent étre classés en deux grandes

catégories : enzymatiques et non enzymatiques (Birben et al., 2012).
11.3.1. Les antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydants, également appelées antioxydants endogenes (El-Missiry,
2012) ,telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase
(GPx) et la DT-diaphorase jouent un rdéle fondamental dans la défense cellulaire contre le
stress oxydatif. La SOD catalyse la conversion des radicaux superoxydes en peroxyde
d’hydrogene, lequel est ensuite transformé en eau et en oxygeéne grace a I’action de la catalase

ou de la GPx. La SOD, qui nécessite des métaux comme cofacteurs, est considérée comme
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I’enzyme de détoxification la plus puissante de la cellule. La catalase, localisée
principalement dans les peroxysomes, est extrémement efficace pour éliminer le H, O,
généré, notamment lors de 1’oxydation des acides gras. Quant a la GPx, elle est une enzyme
intracellulaire dépendante du sélénium, qui intervient dans la réduction du H, O, et des
peroxydes lipidiques, en particulier dans les mitochondries et le cytosol. Parmi les différentes
formes de GPx, la GPx1 est la plus abondante et protége les cellules contre la peroxydation
lipidique, contribuant ainsi a la prévention de nombreuses maladies, dont les cancers et les
pathologies cardiovasculaires. Enfin, la DT-diaphorase participe a la réduction des composés
de type quinone. La production de ces enzymes est régulée par I’ADN, soulignant leur

importance vitale dans le maintien de I'équilibre cellulaire (Santos-Sanchez et al., 2019).
11.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques, également appelés antioxydants exogenes (El-
Missiry, 2012) ,comprennent des composes capables de piéger et de neutraliser les radicaux
libres (FR) en cédant des électrons, limitant ainsi leur réactivité. Bien que ces antioxydants
deviennent eux-mémes des radicaux apres cette action, ils restent beaucoup moins agressifs et
peuvent a leur tour étre désactivés par d’autres antioxydants. Ce Systéme repose sur une
diversité de molécules naturelles, telles que les vitamines E et C, les carotenes, le glutathion
réduit (GSH), la ferritine, la céruloplasmine, la coenzyme Q, la mélatonine, ainsi que certains
oligoéléments comme le zinc, le sélénium et le manganese. Les flavonoides alimentaires, en
particulier, jouent un double réle en capturant directement les espéeces réactives ou en agissant
comme co-substrats dans les réactions enzymatiques antioxydants. Ce réseau complexe

permet de préserver 1’équilibre oxydatif au sein des cellules (Santos-Sanchez et al., 2019).
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I11.1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de Trigonella foenum-graecum
L. (fenugrec), sous forme de graines seches ainsi que de plantules récoltées a différents stades
de germination. Les graines ont été collectées en 2023 dans la région de Zeribet EI Oued
(Biskra, Algérie).

111.1.1 Préparation du matériel végétal

Les graines de fenugrec ont été broyées a l'aide d'un broyeur électrique pour obtenir une
poudre fine. La mise en germination a été réalisée en plagant les graines sur un support
humidifié et en les exposant a température ambiante et a 1’obscurité. Les graines ont été

récoltées a trois stades différents de germination : apres 48 heures, 5 jours et 7 jours.
111.2. Méthodes
111.1.1 Protocole d’extraction acétonique

L’extraction des composés phénoliques a été effectuée a I’aide d’un solvant acétonique.
Pour cela, 1 g de matiére végétale (poudre ou plantules) a été introduit dans 100 mL d’un
mélange acétone/eau a 70 :30 (v/v). Le mélange a été chauffé a ébullition sous reflux pendant
20 minutes, puis filtré, et le résidu séché a 1’étuve a 40 °C. L’extrait sec obtenu a été repris

dans 10 mL d’eau distillée, puis conservé a 4 °C.
111.2.2 Dosage des polyphénols

La teneur en composes phénoliques totaux a été déterminée selon la méthode de Folin-
Ciocalteu (Pérez et al., 2023).

Une aliquote de 100pL d’extrait ou de solution étalon d’acide gallique (préparée a
différentes concentrations) a été mélangée avec 500 pL de réactif de Folin-Ciocalteu, puis
incubée pendant 4 minutes. Ensuite, 400 uL de Na, CO3; a7 % ont été ajoutés. Le mélange a
¢été incubé pendant 2 heures a température ambiante, a 1’abri de la lumiére. L absorbance a été

mesurée a 765 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

La quantification des polyphénols a été réalisée a partir d’une courbe d’étalonnage
obtenue avec I’acide gallique, et les résultats ont été exprimés en microgramme d’équivalents

d’acide gallique par gramme d’extrait (Lg EAG/g d’extrait).



I11.2.3 Evaluation de P’activité antioxydante

Selon la méthode de (Brand-Williams et al., 1995),1’activité antioxydante des extraits a
¢été évaluée a I’aide du test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), Ce test repose sur la
capacité des antioxydantes a réduire le radical libre DPPH, de couleur violette, en une forme

non radicalaire de couleur jaune pale.

Une solution de DPPH a été préparée en dissolvant 1 mg de DPPH dans 25 mL de
méthanol. Pour chaque essai, 1,35 mL de cette solution a ¢ét¢ mélangé a 150 pL d’extrait. Le
mélange a été incubé a température ambiante, a 1’abri de la lumiére, pendant 30 minutes.

L’absorbance a ensuite été mesurée a 517 nm.

Un contréle négatif, constitué de la solution de DPPH seule, a été utilisé comme
référence pour mesurer 1’absorbance maximale. Un blanc (sans DPPH) a également été
préparé afin de corriger toute interférence due a la coloration naturelle des extraits. Chaque

concentration a été testée en duplicata afin d’assurer la fiabilité des résultats.

Le pourcentage d’inhibition (P1%) des radicaux libres a été calculé selon la formule

suivante (Ismaili et al., 2017):
PI (%) = [(AC - AE) /AC] x 100
AE : absorbance de 1’échantillon.
AC : absorbance contrdle négatif.

L’activité antioxydante a été exprimée en termes de concentration inhibitrice moyenne
(ICs ¢ ), définie comme la concentration de I’extrait nécessaire pour inhiber 50 % des

radicaux DPPH initiaux.

L’expérience sera répétée en double pour chaque échantillon pour le dosage des
polyphenols et Evaluation de I’activité antioxydante, et 1’analyse statistique des données sera

effectuée a I’aide du logiciel statistique Minitab.
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IV.1. Dosage de polyphénols

Le dosage des composés phénoliques totaux a été réalisé selon la méthode de Folin-

Ciocalteu, une technique classique et rapide reposant sur la réaction du réactif de Folin-

Ciocalteu avec les polyphénols présents dans 1’extrait. Cette réaction entraine la formation

d’un complexe coloré bleu, dont I’intensit¢ est proportionnelle a la concentration en

polyphénols, et peut étre mesurée par spectrophotométrie.

La quantification a été effectuée a I’aide d’une courbe d’étalonnage établie a partir de

différentes concentrations d’acide gallique. A partir de ’équation de régression obtenue (VOir

figure 5), les teneurs en polyphénols totaux des extraits ont été calculées et exprimées

en microgramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (Ug EAG/Q).

Figure 4. Courbe d’étalonnage de différentes concentrations d’acide gallique

40 60

Concentration (pg/ml)

y =0,0112x - 0,0026
R%=0,9999

Tableau 3. Teneur de polyphénols totaux (exprimée en ug EAG/g d’extrait) dans les

différents extraits de Trigonella foenum-graecum.

Extraits Absorbance Teneur (ug EAG/Q)
Grain 0,934 836.3 £ 3.03
Plantule 48h 1,239 1108.1 + 3.47
Plantule 5j 1,022 914.8 £2.90
Plantule 7j 0,472 423.3+3.22
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Figure 5. Teneur de polyphenols totaux (exprimée en ug EAG/g d’extrait) dans les différents
extraits de Trigonella foenum-graecum

Dans le cadre de cette étude, ’extrait acétonique des graines de Trigonella foenum-
graecum a révelé une teneur en polyphénols totaux de 836.3 + 3,04 ug EAG/g d’extrait. Cette
concentration est relativement faible comparée a certaines références bibliographiques qui ils
ont travaillé de la méme plante (Trigonella foenum-graecum). Notamment, (Bukhari et al.,
2008) illustrer une teneur inférieure, de 1’ordre de 4,04 ug EAG/g. D’autres études rapportent
des teneurs bien plus élevées, comme celle de (Osman Magdoleen G et al., 2020), qui ils ont
marqué 176 200 pg EAG/g, ou celle de (Kenny et al., 2013) , dont les extraits affichaient
106316 ng EAG/g. Ces variations peuvent s’expliquer par plusieurs facteurs, tels que les
conditions agro-climatiques, la variété de la plante, le type de solvant, ou encore la méthode
d’extraction utilisée. Ainsi, méme si la valeur obtenue dans cette étude est relativement faible,
elle reste révélatrice de la présence de composés phénoliques aux propriétés antioxydantes

potentielles.

Par ailleurs, I’évolution de la teneur en polyphénols au cours de la germination montre
une dynamique caractéristique. La plantule 48 heures présente une teneur maximale de 1108.1
+ 3,47 ng EAG/g, suivie d’une 1égére baisse a 914.8 + 2,90 ug EAG/g au 5¢ jour, puis a 423.3
+ 3,22ug EAG/g au 7¢ jour. Cette diminution progressive peut étre attribuée a 1’utilisation des
polyphénols dans les processus métaboliques actifs ou a leur dégradation enzymatique au
cours du développement et mécanisme de résistance et anti ravageur. Ces résultats suggeérent
que la germination courte (48 h) permet de maximiser I’enrichissement en composés
phénoliques, offrant ainsi une opportunité pour valoriser les graines de fenugrec dans une

perspective nutritionnelle ou fonctionnelle.
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L’analyse de variance a un facteur (ANOVA), réalisée a 1’aide du logiciel Minitab, a
permis d’évaluer I’effet du stade de développement (sd) sur la teneur en polyphénols totaux
(poly) Les résultats ont montré un effet hautement significatif de ce facteur sur de stade de
développement sur la variable teneur de polyphénols : p (0,000) <0,001.

Les teneurs moyennes en polyphénols étaient de 110.81 pg/mL pour le groupe
deuxiéme jours (dj), 91.48 pg/mL pour cinquiéme jour (cj), 83.63 pg/mL pour graines (gr), et
42.33 pg/mL pour septieme jour (sj). L’intervalle de confiance indiquent que les groupes
deuxieme jours (dj) et graines (gr) se superposent partiellement, tandis que septieme jour (sj)

est distinct, traduisant une teneur significativement plus faible (Annexe 1).
IV.2. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité¢ antioxydante de 1’acide ascorbique a été évaluée a 1’aide du radical libre
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle). Les résultats obtenus indiquent une augmentation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration. La valeur de I’IC5 o , représentant la
concentration requise pour inhiber 50 % des radicaux libres. L acide ascorbique (vitamine C)
est utilisé comme composé de référence dans cette étude (Figure 6), en raison de ses
propriétés antioxydants bien établies. Cette valeur servira de base de comparaison pour

évaluer I’efficacité antioxydant des extraits analysés par la suite.

120

Pourcentage d'inhibition %

200 400 00
Concentration (ug/ml)

Figure 6. Courbe de pourcentage d’inhibition (P1%) en fonction de la concentration de 1’acide
ascorbique.
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Figure 7. Courbe de pourcentage d’inhibiton (P1%) en fonction de la concentration de de
I’extrait de grain de Trigonella foenum-graecum.

ntage dinhibitio

Concentration (ug /ml)

Figure 8. Courbe de pourcentage d’inhibition (P1%) en fonction de la concentration de de
I’extrait de plantule de 48h de Trigonella foenum-graecum.
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Figure 9. Courbe de pourcentage d’inhibition (PI1%) en fonction de la concentration de de
I’extrait de plantule de 5j de Trigonella foenum-graecum.
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Figure 10. Courbe de pourcentage d’inhibition (P1%) en fonction de la concentration de de
I’extrait de plantule de 7j de Trigonella foenum-graecum.

Tableau 4. Valeurs de I’ICs , des extraits Trigonella foenum-graecum comparées a

I’acide ascorbique.

Extraits AA Grain Plantule 48h | Plantule 5 | Plantule 7j

1C50 31.137 91.23 59.72 166.74 79.98
(Mg/ml)

180 166.74
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140

120
91.23
100 79.98
80
60
40 31.137

20 I
0
IC50 IC50 IC50 IC50 IC50
Acide ascorbique et extraits

59.72

ICs50 en pg/mL

H AA Gain Plantule 48h mPlantule 5j M Plantule 7)

Figure 11. Evaluation d’IC50 de I’acide ascorbique et les quatre extraits étudiés.

Les résultats relatifs a I’extrait de graines non germées, présentant une ICs , de 91.23
pg/mL, traduisent une activité antioxydant modérée mais notable. Cette valeur reste inférieure
a celles rapportées dans certaines études, comme celle de (Priya et al., 2011) qui a observé

une ICs o de 350 pg/mL, ou encore (Khenifi et al., 2023), dont les résultats indiquent une
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ICs o de 556.6 + 9.87 pg/mL, suggérant une activité nettement plus faible. A I’inverse, des
extraits issus de plantes trés riches en antioxydants, tels que celui étudié par (Jayaraman &
Ramasamy, 2024), ont montré une ICs  trés basse 3,85 pg/mL, révélant une efficacité bien
supérieure. Ces écarts reflétent I’influence de I’origine de la plante, de la méthode

d’extraction et de la richesse en composés antioxydants sur I’efficacité globale.

L’évolution des valeurs d’ICs , au cours de la germination met en évidence une
variation significative de [’activit¢ antioxydante selon le stade de développement des
plantules. L’extrait issu des graines germées pendant 48 heures présente la meilleure activité
antioxydante, avec une valeur d’IC5 o de 59.72 pug/mL, proche de celle de 1’acide ascorbique
31.137 pg/mL, traduisant une forte efficacité a neutraliser les radicaux libres. Cette activité
diminue de maniére marquée au 5¢ jour, avec une IC5 o de 166.74 pg/mL, suggérant une
dégradation ou une utilisation des composés antioxydants au cours de la croissance active. A
7 jours, une amélioration partielle est observée ICs o = 79.98 pg/mL, indiquant une reprise
possible de la biosynthese de ces composés. Comparativement, la graine non germée affiche
une ICs o de 91.23pg/mL, ce qui confirme que la germination, notamment a court terme,

peut considérablement améliorer le potentiel antioxydant des extraits.

Contrairement a certains extraits qui atteignent rapidement un plateau d’inhibition, le
présent extrait a montré une augmentation progressive et continue de I’activité antioxydante
en fonction de la concentration, sans stabilisation observable dans la gamme testée. Cette
évolution peut s’expliquer par le fait que la saturation des radicaux libres n’a pas encore ¢té
atteinte, ou que le mélange contient plusieurs composés actifs, chacun contribuant a I’effet
global a différents seuils de concentration. Ce comportement suggére une capacité
antioxydante potentiellement élevée, nécessitant peut-étre des concentrations plus élevées

pour révéler 1’efficacité maximale.

A la lumiére des résultats obtenus, il convient de souligner que 1’évaluation de I’activité
antioxydante peut étre influencée par plusieurs facteurs. Parmi les plus déterminants figurent
la méthode d’extraction, le choix du solvant ainsi que 1’origine géographique et botanique de
la plante, qui peuvent significativement moduler les résultats des tests d’activité antioxydante

(Falleh et al., 2021).

L’analyse de variance a un facteur (ANOVA), réalisée a 1’aide du logiciel Minitab, a
permis d’évaluer I’effet du stade de développement (sd) sur I’activité antioxydante (IC50).
Les résultats ont montré un effet significatif de ce facteur stade de développement sur la
variable IC50 : p (0,004) <0,005.
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Les moyennes d’IC50 obtenues étaient de 59.72 pg/mL pour deuxieme jours (dj), 79.98
pug/mL pour septieme jour (sj), 91.23 pg/mL pour graines (gr), et 166.74 pg/mL pour
cinquieme jour (cj). Plus la valeur d’IC50 est faible, plus I’activité est élevée ; ainsi, deuxiéme
jours (dj) présente I’activité antioxydante la plus forte, suivi par septieme jour (sj), graines
(gr) et cinquieme jour (cj). L’intervalle de confiance indiquent que les groupes deuxieme
jours (dj) et graines (gr) et septieme jour (sj) se superposent partiellement, tandis que
cinquiéme jour (cj) est distinct, traduisant une activité significativement plus faible (Annexe
2).

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH a été complétée par le calcul de
I’Equivalent Acide Ascorbique (EAA). Cette approche permet de quantifier ’efficacité
antioxydante d’un extrait en la comparant directement a celle d’un antioxydant de référence

bien connu : I’acide ascorbique (vitamine C).

L’EAA est exprimé comme la concentration d’acide ascorbique (en g /mL) nécessaire
pour produire le méme pourcentage d’inhibition radicalaire que celui observé avec 1’extrait
testé. Cela offre un moyen simple et normalisé de comparer 1’activité antioxydant des

échantillons.

Tableau 5. Evaluation de I’EAA pour des extraits Trigonella foenum-graecum.

Extraits Grain Plantule 48h Plantule 5j Plantule 7j

EAA (ug/ml) 18.543 58.254 17.238 28.796

Les résultats montrent que 1’extrait de graine a une activité antioxydante équivalente a
18,543 pg/mL d’acide ascorbique, ce qui reflete une quantité modérée de composés
antioxydants. Aprés 48 heures de germination, cette activité augmente nettement pour
atteindre 58,254 pg/mL, ce qui indique une forte stimulation des défenses antioxydantes a ce

moment.

Cependant, au cinquiéme jour, I’activité diminue fortement a 17,238 pg/mL, montrant
une baisse du pouvoir antioxydant. Au septiéme jour, elle remonte légérement a 28,796
ng/mL, ce qui pourrait €tre dii a une reprise partielle de 1’activité¢ des enzymes ou a la

production de nouveaux composés antioxydants.

Ces variations montrent que le stade de germination influence fortement le potentiel
antioxydant des extraits de Trigonella foenum-graecum. L utilisation de I’Equivalent Acide

Ascorbique (EAA) a permis de mesurer précisément ces changements et de comparer les
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extraits a une référence standard. Cette méthode s’avere donc utile pour suivre 1’évolution de

I’activité antioxydante dans le temps.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales continuent de jouer un réle fondamental dans le domaine de la
santé humaine, en particulier grace a leur richesse en composés bioactifs. Le fenugrec
(Trigonella foenum-graecum), échantillon de cette étude, illustre parfaitement cette valeur

thérapeutique par ses propriétés antioxydantes remarquables.

Notre travail a porté sur 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits acétoniques
issus des graines de fenugrec et différents stades de germination par la méthode DPPH, un
test colorimétrique basé sur la capacité des antioxydants a piéger le radical libre 2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyle (DPPH). Les résultats ont révélé une variation significative de la teneur en
polyphénols et de I’efficacité antioxydante selon le stade de développement de la plante.
Notamment, les plantules de 48 heures ont montré une activité antioxydante supérieure,
traduite par une ICs o plus faible, proche de celle de 1’acide ascorbique. Cette amélioration
pourrait étre attribuée a une libération ou a une biosynthese accrue de composés phéenoliques

durant les premiers jours de germination.

Sous le genre Trigonella il existe 130 espéces Seule 1’espéce Trigonella foenum-
graecum est largement cultivée et utilisée pour ses propriétés médicinales, nutritionnelles et
culinaires. Les autres especes du genre Trigonella existent, mais elles sont peu exploitées ou a

usage local uniqguement.

Ces observations confirment l'intérét de la germination courte comme méthode naturelle
d’enrichissement en antioxydants. Toutefois, les variations observées selon le temps indiquent

la nécessité d’une optimisation fine du processus pour maximiser les effets benéfiques.
Sur la base de ces résultats, plusieurs perspectives s’ouvrent :

e Analyser la composition chimique détaillée des extraits les plus actifs afin
d’identifier les molécules responsables de 1’effet antioxydant par
chromatographie liquide haute performance (HPLC), chromatographie en phase
gazeuse (GC).

e Compléter I’évaluation par d’autres tests biologiques, notamment en conditions
in vivo, pour confirmer 1’activité antioxydante dans un modele biologique

complexe.
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e Explorer d’autres propriétés pharmacologiques du fenugrec germé, comme ses
effets anti-inflammatoires ou antimicrobiens, dans une logique de valorisation

thérapeutique intégree.

Ainsi, cette étude s’inscrit dans une dynamique de valorisation du patrimoine
phytothérapeutique, en vue d’applications futures dans les domaines de la nutrition, des

compléments alimentaires ou de la phytomeédecine.
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Fichier Edition Manip Calc Stat Graphique Outils Fenétre Aide
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Bienvenue dans Minitab, appuyez sur F1 pour obtenir 1l'aide.
ANOVA a un facteur controlé : poly en fonction de sd

Analyse de variance pour poly

Source DL sC o™ F P
sd 3 4992.7 1664.2 166.27 0.000
Erreur 4 40.0 10.0

Total 7 5032.7

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

cj 2 91.48 2.90 (==*-)

dj 2 110.81 3.47 (=%==)

gr 2 £3.63 3.03 (=*--)

sj 2 42.33 3.22 (--*-)

Ecart-type groupé = 3.16 50 75 100 125

Annexel : ANOVA a un facteur contrélé : polyphénols en fonction de stade de

développement.

ANOVA 2a un facteur contrdlé : ic50 en fonction de sd

Analyse de variance pour icS50

Source DL SC M F P
ad 3 13104 4368 25.92 0.004
Erreur 4 6874 169

Total 7 13778

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + — +
cJ 2 166.74 25.56 O
dj 2 59.72 4.43 e

gr 2 91.23 1.01 (====t%====)

2] 2 79.98 0.20 (—=—=*———=)

Ecart-type groupé = 12.98 50 100 150 200

Annexe2 : ANOVA a un facteur contrdlé : IC50 en fonction de stade de

développement.
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Les extraits de Trigonella foenum-graecum contiennent divers composés phénoliques connus
pour leurs effets bénéfiques. Dans cette étude, nous avons évalué 1’activité antioxydante des
extraits acétoniques obtenus a partir des graines et de leurs différents stades de germination
(48h, 5 jours, 7 jours). Le dosage des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu a revélé
une teneur maximale dans les plantules de 48h (1108.1 + 3.47 ug EAG/Q), suivie des plantules 5
jours (914.8 = 2.90 ng EAG/g). L’évaluation antioxydante par le test DPPH a montré que
I’extrait de grain possede une activité antioxydante (ICs o = 91.23 pg/mL) alors que I’extrait de
plantule de 48h possede une activité antioxydante élevée (ICs o = 59.72 pg/mL), proche de
celle de I’acide ascorbique 31.137 pg/mL, L’activité diminue a 5 jours (ICs o = 166.74 pg/mL),
puis remonte a 7 jours (ICs ¢ = 79.98 pug/mL). Ces résultats montrent que la germination, en
particulier a court terme, améliore le pouvoir antioxydant du fenugrec, suggérant son potentiel
pour des applications.

Mot clé : Trigonella foenum-graecum, composes phénoliques, activité antioxydante, extrait
acétonique, stades de germination
ﬁbstract: \

Trigonella foenum-graecum extracts contain various phenolic compounds known for their
beneficial effects. In this study, we evaluated the antioxidant activity of acetonic extracts
obtained from the seeds and different germination stages (48h, 5 days, 7 days). The polyphenol
content measured using the Folin-Ciocalteu method revealed a maximum concentration in the
48h seedlings (1108.1 + 3.47 ug GAE/g), followed by the 5-day seedlings (914.8 + 2.90 pg
GAE/g). Antioxidant evaluation using the DPPH assay showed that the seed extract possesses
antioxidant activity (ICs o = 91.23 pg/mL), while the 48h seedling extract had high antioxidant
activity (ICs ¢ = 59.72 pg/mL), close to that of ascorbic acid (31.137 pg/mL). The activity
decreased at 5 days (ICs = 166.74 pg/mL), then increased again at 7 days (ICs , = 79.98
png/mL). These results demonstrate that germination, especially in the short term, enhances the
antioxidant potential of fenugreek, suggesting its promise for health-related applications.

Key words: Trigonella foenum-graecum, phenolic compounds, antioxidant activity, acetonic

\extracts, germination stage J
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