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Introduction

Introduction:

Trigonella foenum-graecum L. du nom arabe de I’helba est une herbe annuelle connue sous le
nom de fenugrec, il est connu depuis 1’antiquité (Fedelic et al., 2009).

le fenugrec est une plante légumineuse, sa composition se rapproche de celle des
aliments du groupe viande, poisson et ceuf en ce qui concerne la richesse en protéines, en
¢léments minéraux et en vitamines hydrosolubles (Trimouliers et al ., 1980).

Les graines du trigonelle est riches en mucilage et en protéines qui sont exploitées
dans la phytothérapie et I’industrie alimentaire (Volak et Stodola, 1983).

La composition des graines du fenugrec est riche en molécules primaires et secondaires
telles que les protéines, les sucres totaux et les polyphénols totaux (Rahmani et al., 2015).

les polyphénols, les flavonoides sont des antioxydants puissants susceptibles d’inhiber
la formation des radicaux libres et de s’opposer a I’oxydation des macromolécules (Van
Acker et al., 1995 ; Iserin, 2001).

Les antioxydants sont des molécules capables d'interagir sans danger avec les radicaux
libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommagées. Chaque molécule antioxydante ne peut réagir qu'avec un seul radical libre et
par conséquent, il faut constamment refaire le plein de ressources antioxydants (Peli et Lyly,
2003).

Les antioxydants sont toute substance qui en faible concentration par rapport au
substrat susceptible d'étre oxydée prévient ou ralentit I'oxydation de ce substrat (Pastre et
Priymenko, 2007).

Dans ce contexte, notre ¢étude porte sur la mise en évidence des propriétés
physicochimiques et antioxydantes d’extraits aqueux des graines du fenugrec (7rigonella
foenum-graecum L.) issus par macération et décoction.
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CHAPITRE I Matériel et Méthodes

1.1. Lieu du travail

L’étude a été réalisée au sein des :

R/
A X4

R/
**

I1.2.

Laboratoires (Technologie alimentaire et biochimie) de la faculté des sciences de la nature
et de la vie a 'université d’Ibn khaldoun de Tiaret a I’institut des sciences

Laboratoire de recherche d’hygi¢ne et pathologie animale de la facult¢ des sciences
vétérinaires a I’université¢ d’Ibn Khaldoun de Tiaret

Objectifs du travail

Les objectifs de notre étude sont :

v' Caractérisation d’extraits aqueux des graines du fenugrec issus par macération et
décoction

v' Caractérisation du propriété antioxydante d’extraits aqueux des graines du fenugrec
issus par macération et décoction

1.3. Matériel et produits utilisés

1.3.1 Matiére végétale

Le fenugrec : les graines du fenugrec proviennent du commerce d’origine

1.3.2 Appareillage, verreries et produits chimiques utilisés

I11.3.2.1 Appareillage

e Agitateur magnétique chauffant (Fisherbrand)
¢ Balance de précision (KERN ALS 12C 4N)

¢ Bain-marie (IKA TS2)

e Conductimetre ¢lectrique (HANNA instruments HI 8633)
e Centrifugeuse (Hettich, Universal 2S)

e Etuve (MEMMERT)

e Four a moufle (PYROLABO)

e Passoir en plastique

e pH —meétre (HANNA instruments)

e plaque chauffante (RCT Basic)

o réfractometre (FSAV)

e spectrophotometre (UV-1600PC)

e viscosimetre (Thermo-Electron Corporation)

II1.3.2.2 Verrerie

e Béchers
e Burettes
e C(Creusets

e Capsules
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CHAPITRE I

Matériel et Méthodes

Dessiccateur
Eprouvette graduée
Entonnoir

Erlen Meyer

Fioles jaugées
Micropipette
Pipette graduée
Pycnometre

Tubes a essai

I11.3.2.3 Produits chimiques

I11.3.3.

Acétone
Acide sulfurique (H, 50.) concentré

Acide gallique ( - H.02)

Acide trichloroacetique

Carbonate de sodium 20% (Na C05)
Chlorure d’aluminium (ALCI;, 6H,0)
Catéchine

Ethanol (C,H-0H) 80%

Ferricyanure de potassium K;Fe (CN)),
Glucose (CoH4- 0,

Hydroxyde de sodium (WalH) 0,3N
Méthanol (CH; O H)

Phénol (C.H.0)

Réactif de Biuret

Réactif de Folin-Ciocalteu

Solution tampon : pH=5 et pH=9
Solution tampon phosphate (0,2M ; pH 7,4)

Autres

Papier absorbant

Aluminium
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CHAPITRE I

Matériel et Méthodes

1.4 Méthodes d’analyses

1.4.1. Protocole expérimental

Les différentes étapes du protocole expérimental sont illustées dans la figure 1

Graines du fenugrec

—

Triage et lavage

. ¥ \

Séchage a I’air
libre 23°C/24h

v

Graines, triées,
lavées et séchées

\, 1 J

v

Traitement des graines

(b

ropriétés antioxydantes

Macération Décoction
\ |
A
Egouttage et séparation
Extrait aqueux
[ . 1
EAM EAD
X Y }
Caractérisation
\ 4
v v v
\ / Propriétés chimiques\ / Proprletes physiques \
FRAP = Flavonoides totaux Conductivité électrique
= Protéines = Cendres
= Polyphénols = Densité
= Sucres totaux = pH
= viscosité
/ \ / » Indice de réfraction

\ .

J

Figure 1 : Protocole expérimental
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CHAPITRE I Matériel et Méthodes

1.4.2 Préparation d’extraits aqueux
1.4.2.1 Extrait aqueux macéré

La préparation de I’extrait aqueux macéré a été faite selon le mode opératoire suivant :
» 25% des graines du fenugrec ont été mises dans un bécher préparé avec de I’eau
potable ;
» Conditionner par aluminium et macéré pendant 24h a température ambiante ;
» Séparer de ’extrait aqueux macéré (EAM) par une passoire plastique dont le diamétre
est inférieur de la taille des graines du fenugrec.

1.4.2.2 Extrait aqueux décocté

La préparation de I’extrait aqueux décocté a été faite selon le mode opératoire suivant :
» 25% des graines du fenugrec ont ét¢ mises dans un bécher prépare avec de I’eau
potable ;
» Les chauffer sur une plaque chauffante dont le temps du chauffage est compté des
I’ébullition jusqu’a 5 minutes ;

Séparer de I’extrait aqueux décocté (EAD) par une passoire plastique dont le diamétre des
pores est inferieur de la taille des graines du fenugrec.
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CHAPITRE I Matériel et Méthodes

1.4.3. Analyses physiques
1.4.3.1. Détermination du pH
a- Principe

Le pH est mesuré par un pH-métre dont sa valeur est en fonction de la concentration des
ions hydroniums présents dans la solution (Geoffrey, 2011).

b- Mode opératoire

La mesure a été réalisée en plongeant 1’électrode du pH-métre dans la solution (AOAC .,
2002)

Le mode opératoire est le suivant :

» Rincer I’¢lectrode par I’acétone et nettoyer avec du papier absorbant ;

» Etalonner le pH-métre a I’aide des solutions tampons (pH=7 ; pH=5) ;

» Plonger I’¢électrode du pH-métre dans un volume suffisant de I’échantillon et lire le pH
indiqué sur I’écran de I’affichage du pH-métre ;

» Attendre la stabilisation puis relever la valeur du pH de la solution a la température
désirée a 20°C.

1.4.3.2. Détermination de la teneur en eau
a. Principe

La teneur en eau est mesurée en déterminant la perte de poids de 1’échantillon aprés son
séchage dans 1’étuve (Wrolstad et al ., 2005).

b. Mode opératoire

15ml d’extrait aqueux du fenugrec a été mis dans des creusets préalablement pesés et tarés
puis placés dans 1’étuve a 105°C pendant 3 heure, les creusets ont été retirés, mises dans un
dessiccateur et pesés apres refroidissement.

c. Expression des résultats

La teneur en eau est calculée par la formule donnée par AOAC (2000) :

TE =[P, — P, /P,] X 100

Dont :

TE : Teneur en eau en % ;

P, : Poids de la prise d’essaien g ;
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CHAPITRE I Matériel et Méthodes

P, : Poids du creuset plus échantillon avant étuvage en g ;

P, : Poids du creuset plus échantillon apres étuvage en g.

Matiére séche (%) = 100 — TE(%)

1.4.3.3. Détermination du taux de cendres
a. Principe

Selon Nielsen, (2010) I’échantillon est incinéré dans un four a moufle a haute température
jusqu’a I’obtention de cendres blanchatres a poids constant.

b. Mode opératoire

On évapore a sec 25ml de I’extrait aqueux dans des capsules en parcelaine mises dans un
bain marie a 100°C, suivi d’une incinération au niveau d’un four a moufle a 550°C pendant 5

heures jusqu’a I’obtention un résidu grisatre, claire ou blanchatre, les capsules ont été pesées
par la suite (AOAC, 2000).

c. Expression des résultats

Le taux de cendres est calculé par la différence de poids avant et aprés incinération par la
formule suivante (AOAC, 2000) :

TC = (P,— P,/Py)x 100

Dont :

TC : Taux de cendres en % ;

P, : Poids de la prise d’essaien g ;

P, : Poids des creusets vides en g ;

P, : Poids d’échantillon apres incinération en g
1.4.3.4. Détermination de la densité

a. Principe

D’aprées Lydie et Grégory (2013), la densité d’une solution p est le rapport de la masse
volumique de I’espéce chimique par la masse volumique de I’eau, c’est une grandeur sans
unité.

b. Mode opératoire
La densité est calculée a 20°C selon les étapes suivantes :

= Peser le pycnométre vide et parfaitement sec(Py) en g ;
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CHAPITRE I Matériel et Méthodes

= Peser le pycnométre remplit d’eau distillée (P,) en g ;

= Vider le pycnomeétre, le sécher a I’aide d’une étuve ;
=  Peser le pycnometre remplit de 1’échantillon (P;) en g ;

c. Expression des résultats

La densité p est donnée par la formule suivante :

D=p=(P,—Py)/ (P, — Py)

1.4.3.5. Détermination de la conductivité électrique
a. Principe

La conductivité électriques exprime 1’aptitude de la solution aqueuse électrique a conduire
un courant électrique, elle est en corrélation avec la teneur en sels solubles (Rodier, 1997)

b. Expression des résultats

= Rincer la cellule a I’eau distillée ;
= Plonger la cellule conductimétrique dans la solution a analyser qui est laissée
au repos sans agitation ;
= Une fois la valeur affichée par le conductimetre est stabilisée, on la note puis
enlever la cellule de la solution, la rincer a I’eau distillée ;
c. Expression des résultats

La lecture de la conductivité a été faite directement sur I’afficheur du conductimétre (
Amellal, 2008).

1.4.3.6. Viscosité
a. Principe

La viscosité résulte du frottement des molécules, elle se traduit par la résistance plus ou
moins grande des liquides a I’écoulement, la viscosité absolue n s’exprime usuellement en
centipoise, la viscosité absolue se mesure par le calcul du temps de chute d’une petite boule
dans une colonne (viscosimétre d’Hoeppler), fondée sur la loi de poiseuille (Boubezari,
2010).

b. Mode opératoire

= Nettoyer le tube de viscosimétre avec I’eau distillée ;
= Remplir le tube avec 1’échantillon ;
* Fixer la température a 20°C ;
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= Lorsque I’équilibre de la température est atteint, choisir une bille pour laquelle
son écoulement a travers 1’échantillon dans le tube du viscosimétre, doit étre
aussi lent que possible

= Laisser ensuite la bille s’écoule librement et lorsqu’elle atteint le repere de la
partie supérieur, mettre le chronometre en marche ;

= Lorsque la bille atteint le repere situé¢ a la partie inferieur du tube
viscosimétrique, noter le temps de chute de la bille ;

¢. Mode de calcul

Le calcul de la viscosité se fait selon la formule suivante :

n=t(D,—D,).k

Dont :
17 : Viscosité en centipoise (cP) ;
t : Temps de chute de la bille en secondes ;
D, : Densité de I’échantillon ;
D, : Densité de la bille ;
k : La constante d’étalonnage par gravité du tube égale a 0.10277 :
1.4.3.7. ’indice de réfraction et degré Brix
a. Principe

L’indice de réfraction c’est la mesure de pouvoir réfringent au moyen d’un réfractometre
par rapport a la raie de sodium, il permet de connaitre le degré de la pureté d’un liquide ou de
connaitre la dose de solide dissout dans une solution, il est mesuré a I’aide d’un refractomeétre
(Velsseyre., 1975).

Le degré Brix (%) exprime le pourcentage de la concentration des solides solubles
contenus dans un échantillon (I’échelle de Brix sert a mesurer des pourcentages de maticres
séches soluble), le contenu des solides solubles représente le total de tous les solides dissous
dans I’eau, incluant les sucres, sels, protéines, acides, etc. (Cendres., 2011).

b. Mode opératoire
Selon la méthode d’Afnor«NF-60.22, (1984)», les mesures sont prises comme suit :

= Laver les prismes de réfractometre par I’acétone et les essuyer avec un papier
absorbant ;

» Etalonner Pappareil a ’aide de ’eau distillée (13" =1,333) a 20°C ;

= Verser entre les prismes 2 a 3 goutte de 1’échantillon et étaler
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= Déplacer alors la lunette de viser pour que la ligne de séparation de la plage claire
et la plage sombre se situe a la croisée des fils de réticule ;
c. Expression des résultats

Le degré Brix et I’indice de réfraction ont été notés directement sur les deux échelles a
I’intersection de la limite entre la frange claire et la frange foncée (AOAC.,2000).

1.4.4. Analyses chimiques
1.4.4.1. Flavonoides totaux
a. Principe

La quantification du taux de flavonoides est estimée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (4I/€l3) et la soude (NaOH). le trichlorure d’aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides, et la soude forme un complexe de couleur rose qui
absorbe dans le visible a 510nm (Vladimir et al., 2011).

b. Mode opératoire

= 250ul de chaque extrait est mélangé avec 1ml d’eau distillée ;
= Addition de 75ul d’une solution de nitrite de sodium ( NaNJ,) a 15%

= Agitation puis incubation pendant 6min a température ambiante ;
= Addition de 75ul de chlorure d’aluminium (A!Cly, 6H,0)a 10% ;
= Agitation puis incubation pendant 6min ;
» Addition de 1ml d’hydroxyde de sodium(NaOH) a 4% ;
= Le volume total est complété a 100ml d’eau distillée ;
= Agiter et laisser reposer pendant 15 min ;
= [.a mesure de I’absorbance est faite a 510nm contre le blanc ;
= Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant le catéchine comme contrdle positif
c. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en pg équivalent de la catéchine /ml d’extrait sont calculés
selon la formule suivante :

Quantité de flavonoides = a. f/b

Dont :
a : Concentration des flavonoides en mg/ml déterminée a partir de la courbe d’étalonnage ;
f : Facteur de dilution ;

b : Concentration initiale de I’extrait (1mg/ml) ;
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1.4.4.2. Protéines
a. Principe

En milieu alcalin, le biuret (NH,-CO-NH-CO-INH5)se cpmbine avec le cuivre pour donner
une coloration violette, cette coloration revele en effet la présence de deux radicaux CO-NH-
ou -CH-NH- séparés par un atome d’azote ou de carbone.

La réaction de biuret est assez peu sensible et s’applique difficilement a des solutions
diluées de protéines, toutefois c’est une des méthodes les plus fiables, pratiques et rapides
utilisées pour le dosage des protéines totales d’un milieu biologique, I’avantage de la méthode
réside dans la non influence de la nature des protéines mais I’inconvénient majeur en est la
faible sensibilité (Loncle,1992 ) .

Mode opératoire
Dans une fiole de 50ml ont met 1g d’échantillon et on complete le volume en ajoutant
’eau distillée jusqu’au trait de jaugé, ramener a pH=8 avec NaOH( 0.3 N)

\

Centrifuger pendant 30min a 4000 tours/min ;

Récupéré le surnageant ;

Préparer 4 tubes a essais ;

Mettre successivement dans chaque tube les volumes suivants (0.2.4.6ml) de solution

YV V VY

d’échantillon ;

Diluer chaque tube avec de I’eau distillée en ajoutant respectivement les volumes
suivantes (6.4.2.0 ml) ;

» Prendre de chaque tube 2ml, puis ajouter 3ml de réactif de Biuret ;

Homogénéiser et placer les tubes 30min a I’obscurité pour développer la coloration ;

A\

A\

» Mesurer I’absorbance a 540nm en remplissant la cuve de 1’échantillon et la placer dans
le spectrophotométre ;

» Noter les valeurs obtenues pour tracer la courbe ;

» Les résultats sont extrapolés a partir d’une courbe d’étalonnage

c. Expression des résultats

Le calcul de la concentration de protéines est donné par la formule suivante :

Protéines g/I= (A. D)/P

Dont :
A : Absorbance d’échantillon ;
D : Facteur de dilution ;

P : Pente de la courbe d’étalonnage ;

Page 11



CHAPITRE I Matériel et Méthodes

1.4.4.3. Polyphénols totaux
a. Principe

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé¢ par la méthode décrite par Singleton et Rossi
(1965) en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu, I’acide gallique est utilis¢ comme standard et les
résultats sont exprimés par rapport a la courbe d’étalonnage de [D’acide gallique
(Kratchanova, 2010).

La quantification des polyphénols totaux est réalisée par une méthode a base de Folin-
Ciocalteu, ce réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique(H;PW,,0,,) et
I’acide phosphomolybdique (H;PMO,,0.,), il est réduit lors de I’oxydation des phénols en un
mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne (Ardestani et al., 2007)

b. Mode opératoire
% Extraction des polyphénols

Plusieurs solvants organiques peuvent étre utilisés pour [’extraction des composés
phénolique (Owen et Jhons, 1999), le méthanol pur est 'un des solvants qui donne le
meilleur rendement d’extraction (Ribereau-Gayon, 1968).

L’extraction des polyphénols a été faite a partir de 10g de 1’échantillon additionné a 50ml
du méthanol, apres agitation pendant deux heures a I’obscurité, une filtration a été réalisée et
le filtrat a été récupéré.

% Dosage
» Dans un tube a essai, 2,5ml de Folin-Ciocalteu (dilu¢ dix fois) a été ajouté a
0,5 ml de I’extrait ;
» Apres 3min, 1ml de carbonate de sodium (20%) a été ajouté ;
» Le mélange a été incubé pendant 15min a une température ambiante et a
I’obscurité (Singleton et Rossi, 1965).
% Préparation de la gamme d’étalonnage

La solution meére a été préparée a partir de 0,1g d’acide gallique additionné a 100ml d’eau
distillée ; les dilutions ont été réalisées comme suit : Sml de la solution mére (S) a été ajouté a
Sml d’eau distillée (dilution S/2) par la suite Sml de la solution S/2 a été ajouté a Sml d’eau
distillée (dilution S/4) et la méme procédure a été refaite pour les autres dilutions.

% Tracage de la courbe d’étalonnage d’acide gallique

Dans des tubes a essais, 0,5ml de chaque dilution a été prélevé et 2,5ml de réactif Folin-
Ciocalteu ont été ajoutés, apreés 3min, Iml de carbonate de sodium (20%) a été ajouté par la
suite les tubes ont été incubés pendant 15min a température ambiante et a I’obscurité.

La lecture des absorbances a été faite a 760nm, la concentration en composés phénoliques
totaux a été déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant 1’acide
gallique comme standard d’étalonnage (Singleton et Rossi, 1965).
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% Expression des résultats

La teneur en composés phénoliques a été exprimée en acide gallique équivalent (mg
GAE/100 g d’extrait), selon la formule suivante (Gaouar, 2011) :

T=[(C.V.D)/P].100

Dont :

T : Teneur en polyphénols totaux en mg GAE/100 g d’extrait ;
: Concentration des polyphénols en équivalent d’acide gallique déduit de la courbe ;

: Facteur de dilution ;

< © 0

: Volume de I’échantillon en ml ;
P : Poids de I’échantillon en g
1.4.4.4. Sucres totaux
a. Principe

La méthode du phénol sulfurique donnée par Dubois et al., (1956), permet de doser les
sucres totaux en utilisant le phénol et ’acide sulfurique concentré en présence de ces deux
réactifs, les oses donnent une couleur jaune-orange dont I’intensité est proportionnellement a
la concentration des glucides, les résultats sont exprimés par rapport a une gamme étalon de
glucose préparée a 490nm (Nielsen, 1997).

b. Mode opératoire
v" Préparation de la solution a analyser

L’extraction des sucres a été réalisée a partir de 0,1g de ’échantillon par 1’ajout de
30ml d’éthanol (80%), le mélange a été laiss¢ 48heures a température ambiante au moment du
dosage, les tubes ont été placés dans 1’étuve a 80°C afin d’évaporer ’alcool, par la suite 20ml
d’eau distillée a été ajoutée a I’extrait (solution a analyser)

v Dosage

Dans un tube a essai, 1ml de phénol (5%) et Sml d’acide sulfurique concentré (96%)
ont été ajoutés a 1ml de la solution a analyser, aprés 10minutes, le mélange a été placé dans
un bain marie pendant 20 minutes a 25-30°C.

La lecture de I’absorbance a été faite a 490nm et la concentration en sucres totaux a
été déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant le glucose comme
solution standard d’étalonnage (Dubois et al ., 1956).
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v' Préparation de la gamme d’étalonnage

La solution mére a été préparée a partir de 0.1 g de glucose qui a été dissoute dans
100ml d’eau distillée ; les dilutions ont été réalisées comme suit :

Iml 2ml, 3ml,....10ml de la solution mére ont été prélevés et le volume a été¢ complété
jusqu’a 10ml par I’eau distillée, les concentrations sont représentées dans le tableau, la lecture
des absorbances a été faite a 490nm (Dubois et al ., 1956).

Tableau 1 : Préparation des dilutions de glucose pour la réalisation de la courbe standard des
sucres totaux.

Tubes 0 1 2 (314|516 | 7|89 10
Solution mére (ml) 0 1 2 31415 6 | 7 819 |10
Eau distillation 10| 9 8 716 5|43 2 1 0

Concentration (mg/ml) 0 {01{02(03[04/05/06|07|08]09]| 1

v' Tragage de la courbe d’étalonnage de glucose

Dans des tubes a essai, 1ml de chaque dilution a été prélevé puis Iml de phénol (5%) et
Sml d’acide sulfurique concentré (96%) ont été ajoutés, aprés 10 minutes de repos,
I’incubation a été réalisée dans un bain marie de 25a 30°C pendant 20 minutes, I’absorbance a
¢té mesurée a 490nm (Dubois et al ., 1956).

c. Expression des résultats

La quantité des sucres totaux est déterminée a partir de la courbe d’étalonnage par la formule
suivante (Sadasivam et Manickarn, 1996) :

ST=[(X.V.D)/P].100

Dont :

ST : Taux de sucres totaux en % ;

X : Quantité de sucres calculée a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml) ;
D : Facteur de dilution ;

V : Volume de la solution analysée en ml ;

P : Poids de la prise d’essaien g ;
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1.4.5 Analyses antioxydantes
1.4.5.1. Test de réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power)
a. Principe

La méthode FRAP est basée sur la réduction d‘un complexe tripyridyltriazine ferrique
[(Fe(II1)-TPTZ);] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(Il)-TPTZ);] par un
antioxydant (AH), a un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité¢ du fer Lors de la réduction du
complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue intense apparait tres rapidement
avec un maximum d‘absorption a 593 nm. Le pouvoir réducteur est proportionnel a la
formation de la couleur bleue, plus la couleur bleue est intense, plus 1‘échantillon peut étre
considéré comme un bon réducteur. (Benzie et Strain, 1996, Pulido et al., 2000).
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Figure 2: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe(III)-TPTZ et un antioxydant (AH).

b. Mode opératoire

I’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminé selon la méthode décrite par
1

Oyaizu (1986) ; basée sur la réduction du Fe™* présent dans le complexe k5 Fe(CN): en
Fe*?,

Le pouvoir réducteur a été¢ déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu (1986).
En effet, 2.5 ml de différentes concentrations de chaque extrait dilué¢ dans le méthanol est
mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 7.4) et 2,5 ml de
ferricyanure de potassium (K;Fe(CN).) a 1%. Les mélanges sont 1ncubes a 50°C pendant 30
min. apres, 2,5 ml de I’acide trichloracétique (10%) est additionné avec 2,5 ml d’eau distillée
et 0,5 ml FeCI3 (0,1%). L absorbance est mesurée a 700 nm a ’aide d’un spectrophotométre.
L’acide ascorbique est utilis¢é comme contrdle positif dans cette expérience dans les mémes
conditions opératoires.

c. Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la majorité des
auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions des différentes
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concentrations utilisées pour les différentes fractions des extraits étudiés. L’augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.
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CHAPITRE 11 Résultats et Discussion

I1.1. Propriétés physiques
IL.1.1 pH

Les valeurs du pH trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec mesurées a 20°C sont présentées par la figure 3.
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59
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Figure 3 : Valeurs du pH d’extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du fenugrec.

Selon les résultats obtenus, la valeur moyenne du pH d’extrait aqueux macéré (EAM)
est supérieurea celle trouvée dans I’extrait aqueux décocté (EAD). Les valeurs du pH des
extraits aqueux (EAM et EAD) sont donc légeérement neutres et comparables a la valeur
trouvée par Kumar et al .,(2014) qui est égale a 6,23, la variabilité du pHd’une solution est
lié a la concentration des ions hydroniums (Geoffrey,2011).

11.1.2. Matiére séche

Les valeurs de la matiereseéche pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec sont illustrées par la figure 4.
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Figure 4 : Valeurs du taux de la mati¢re seche d’extrait aqueux (EAM et EAD) des graines
du fenugrec.

Selon les résultats obtenus, nousremarquons que la valeur de la matiére seéche de I’extrait
aqueux macéré (EAM) est élevéea celle enregistrée pour I’extrait aqueux décocté (EAD).

Selon Doukani et Tabac (2015), les facteurs qui peuvent influencer sur la teneur en eau
sont : I’age de la plante, la période du cycle végétatif, ou méme les facteurs génétique. Cette
variation de la teneur en eau peut étre due aussi a différentes conditions environnementales.

11.1.3. Taux de cendres

Les valeurs du taux de cendre trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des
graines du fenugrec sont illustrées dans la figure 5.
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Figure 5 : Valeurs du taux de cendres des extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec.

Selon les résultats illustrés dans la figure 5, on remarque que la teneur en cendre de
I’extrait aqueux macéré (EAM) est élevée a celui de I’extrait aqueux décocté (EAD).Le taux
de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans un échantillon, les

variétés du taux de cendre remarqué pour les extraits aqueux (EAM et EAD) peut étre que le
traitement thermique diminue la teneur en sels minéraux.

Le chauffage provoque la destruction de la matiere organique des maticres grasse, des
protéines, des vitamines et d’autre constituant se combinent pour donner les substances
minérales, la minéralisation et la formation de corps minérauxa partir de molécules
organiques (Mathieu, 1998).

11.1.4. Densité

Les valeurs de la densité trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des graines
du fenugrec mesurée a 20°C sont mentionnées par la figure 6.
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Figure 6 : Valeurs de la densité d’extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du fenugrec.

D’aprés les résultats obtenus, la densité de I’extrait aqueux macéré (1,0065) et décocté
(1,0108) des graines du fenugrec sont presque identique.

D’aprés Boulier et Luquet (1980), la densité dépend de la teneur en maticre séche, maticre
grasse et ainsi que la température.

I1.1.5. Conductivité électrique

Les valeurs de la conductivité électrique trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des
graines du fenugrec a 20°C sontmentionnées par la figure 7.
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Figure 7 : Valeurs de la conductivité ¢électrique d’extrait aqueux (EAM et EAD) des graines
du fenugrec.

Selon les résultats obtenus, les valeurs de la conductivité électrique des extraits aqueux
(macéré et décocté) des graines du fenugrec sont comparables, on remarque que la
conductivité électrique d’extrait aqueux décocté ( EAM= 35,1ms/cm) est supérieure du celle
de l’extrait aqueux macéré (EAM= 32,2ms/cm) , cette différence est due a I’action de la
température car la conductivité électrique exprime 1’aptitude de la solution aqueuse a conduire
un courant électrique, elle est en corrélation avec la teneur en sels solubles, la teneur de ces
derniers dans les solutions diluées, est proportionnelle a la conductivité (Amellal ; 2008).

I1.1.6. Viscosité

Les valeurs de la viscosité trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des graines
du fenugrec mesuréesa 20°C sont illustrées par la figure 8.
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Figure 8 : les valeurs de la viscosité d’extrait aqueux (EAM et EAD) des graines du fenugrec.

Selon les résultats obtenus, on remarque que la valeur de la viscosité de I’extrait aqueux
macéré¢ (EAM) est supérieurea celle enregistrée pour I’extrait aqueux décocté (EAD), la
viscosité tend généralement a diminuer lorsque la température augmente.

La viscosité dépend de la température, la nature du solvant, de la taille, de la concentration,
des particules dispersées et de leur affinité pour le solvant (Adrain et al., 1981 ;Lorient et
al.,1994).

11.1.7 Indice de réfraction

Les valeurs de I’indice de réfraction trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD)
des graines du fenugrec mesuréesa 20°C sont illustrées par la figure 9.
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Figure 9 : valeurs de I’indice de réfraction d’extrait aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec.
Selon les résultats obtenus, on remarque qu’il y’a une petite différence entre les valeurs de
I’indice de réfraction des extrait aqueux (EAM et EAD), cela peut étredi a la température et la
teneur en matieéreseche

IT .2. Propriétéschimiques
11.2.1. Flavonoides totaux

Les valeurs des flavonoides totaux trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD)
des graines du fenugrec sont illustrées par la figure 10.
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Figure 10 : valeurs des flavonoides totaux d’extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec.
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D’apres les résultats obtenus, on remarque que les valeurs de flavonoides totaux d’extrait
aqueux macéré (EAM= 1 ,55pg/ml) et Pextrait aqueux décocté (EAD= 1,57pg/ml) des
graines du fenugrec sont presque identiques

I1.2.2. protéines

Les valeurs des protéines trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec sont illustrées par la figure 11.
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Figure 11 : Valeurs des protéines d’extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du fenugrec.

Selon les résultats obtenus, on remarque que la valeur du taux des protéines de I’extraits
aqueux macéré (EAM= 18,5%) est supérieure a celle enregistrée pour I’extrait aqueux
décocté (EAD= 17, 36%).

Les valeurs notées sont inférieures par rapport aux résultats trouvés par Rahmani et
al.,(2015) qui ont enregistré un intervalle de 28 a 32% de protéines dans les graines du
fenugrec.

Les protéines sont les constituants les plus importants dans les graines du fenugrec
(Trigonella foenum-graecumL.)(Maletic et Jevdjovic, 2007).

I1.2.3. Polyphénols totaux

Les valeurs des polyphénols totaux trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD)
des graines du fenugrec sont illustrées par la figure 12.
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Figure 12 : valeurs des polyphénols totaux d’extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec.
D’apres les résultats obtenus, on remarque que la valeur des polyphénols totaux d’extrait
aqueux macéré (EAM) est supérieurea celle enregistrée pour I’extrait aqueux décocté (EAD).

Les polyphénols, les flavonoides sont des antioxydants puissants susceptibles
d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a ’oxydation des macromolécules
(Van Acker et al., 1995 ; Iserin, 2001).

Lespolyphénols sont impliqués dans la prévention des maladies cardiovasculaires, cancéreuse,
neuro-dégénératives... (Scalbert et Williamson, 2000).

11.2.4. Sucres totaux

Les valeurs des sucres totaux trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des
graines du fenugrec sont illustrées par la figure 13.
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Figure 13 : Valeurs des sucres totaux d’extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que la valeur des sucres totaux d’extrait aqueux
macéré (EAM) est supérieure a celle d’extraits aqueux décocté (EAD).

Les valeurs notées sont inférieures par rapport aux résultats trouvés par Ghedir et al.,(2010)
qui ont trouvé 20 a 30% de sucre totaux dans les graines du fenugrec.

I1.3 Propriétés antioxydantes

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante nous avons utilisé le test chimique FRAP : Ferric
Reducing Antioxydant Power qui mesure le pouvoir de réduction des ions de fer, c’est une
méthode facile et reproductible (Li et al., 2007)

Les valeurs de I’activité antioxydante trouvées pour les extraits aqueux (EAM et EAD) des
graines du fenugrec sont illustrées par la figure 14.
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Figurel4 : Pouvoir réducteur des extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du fenugrec et
I’acide ascorbique.
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Figure 15 : Pouvoir reducteur des deux extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du
fenugrec
Les courbes représentent I’absorbance des deux extraits aqueux macéré et décocte des graines
du fenugrec et I’acide ascorbique en fonction de leurs concentrations dans le milieu, les
pouvoirs réducteurs sont mesuréea 700nm.

A partir de la concentration 1,17mg/ml, il y’a une augmentation de I’absorbance des deux
extraits aqueux (EAM= 0,485 et EAD= 0,309 ).En comparant les deux courbes d’EAM et
d’EAD, on constate qu’il y’a une augmentation de [’absorbance en fonction de la
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concentration de la solution, 1’absorbance de I’extrait aqueux issu par macération est
supérieure du celle d’extrait aqueux obtenu par décoction, 1’extrait aqueux macéré atteint une
valeur maximale EAM=0,682nm alors que I’extrait aqueux décoct¢ EAD = 0,592nm a la
méme concentration 4,7mg/ml

L’augmentation de 1’absorbance signifie une augmentation du pouvoir réducteur donc le
pouvoir réducteur de I’extrait aqueux macere est plus important que le pouvoir
réducteurdécocté cela est dii au composés phénolique présent dans I’extrait aqueux (EAM=
1,62 mg GAE/100g d’extrait et EAD= 1,38mg GAE/100g), la technique d’extraction et le
traitement thermique.

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux est du a la présence des composés phénolique qui
peuvent servir comme donneur d’électron par conséquent, les antioxydants peuvent
étreconsidérés comme des réductants et inactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker,
2007).

Le dosage des polyphénols totaux nous donne une estimation globale de la teneur en
différentes classes des composés phénoliques contenus au niveau de graine du fenugrec
(Pawlowskaetal et al., 2006).

Le pouvoir réducteur d’un composé, peut servir comme indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle (Johnson et al,2001).

La complexité des extraits aqueux en substance polyphénoliques et la synergie entre eux par
une meilleure activité ontioxydante (Vermerris et Nicholson, 2006).
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Conclusion

L’étude des propriétés physicochimiques et Iactivité antioxydante d’extraits aqueux
des graines du fenugrec (7rigonnella foenum graecum L.) obtenus par deux opérations
distinctes a savoir la macération et la décoction a révélé des résultats trés intéressants.

En comparant les résultats a partir des analyses physicochimiques d’extraits aqueux
des graines du fenugrec issu par macération et décoction sont caractérisées par une variabilité
tres importante.

Nous avons enregistré des teneurs élevées en densité, en pH, également en
polyphénols (EAM= 1,62mg GAE/100g et EAD= 1,381,62 mg GAE/100g), protéines (EAM
=18,5% et EAD = 17 ,36%), et en sucres totaux (EAM= 6,47% et EAD= 4,89%), dans
I’extrait aqueux obtenu par macération des graines du fenugrec que celui issu par décoction.

En revanche, la réalisation des analyses physiques et chimiques d’extraits aqueux
(EAM et EMD) des graines de fenugrec a montré que leurs parametres physiques et
chimiques dépendent de leurs techniques d’extractions

Les résultats d’analyses de I’activité anioxydante d’extraits aqueux sélectionnés (EAM
et EAD) des graines de fenugrec selon le test de réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power Assay), ont montré que I’EAM présente un pouvoir antioxydant important
et plus supérieur que ’EMD.

D’apreés I’étude de cette légumineuse, on remarque que ses graines sont riches en
biomolécules solubles intéressantes et a des taux élevés, ce qui leurs conferent une grande
valeur alimentaire et présentent de multiples vertus phytothérapeutiques.

En se basant sur ces propriétés remarquées dans les deux types d’extraits aqueux des
graines du fenugrec nous suggérons en perspective une étude sur les propriétés biologiques
(activité antifongique et antibactérienne) d’extrait aqueux des graines du fenugrec issu par
macération et décoction.
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Annexes

Annexe 1 : Extrait aqueux issu par macération (EAM).

Annexe 2 : Extrait aqueux issu par décoction (EAD).

Annexe 3 : la courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines.
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Annexe 5 : la courbe d’étalonnage pour le dosage des sucres totaux.
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Annexe 6 : la courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols.
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Annexe 7 : Valeurs de I’absorbance des deux extraits aqueux (EAM et EAD) des graines du

fenugrec et 1’acide ascorbique.

Concentration
(mg/ml)
Absorbance 0,29 0,58 1,17 2,35 4,7
A 700nm
Acide ascorbique 0,198 0,302 0,315 0,788 1,012
EAM 0,390 0,365 0,485 0,674 0,682
EAD 0,174 0,312 0,309 0,444 0,592




Résumé

Le fenugrec ou trigonelle (7rigonella foenum-graecuml..), du nom arabe 1’helba,
originaire d’Afrique du nord et des pays riverains de la méditerranée orientales, il est
considéré comme plante médicinale et culinaire utilisée depuis les anciens temps, il a été
employé dans le domaine alimentaire et dans la phytothérapie.

Dans ce contexte notre travail expérimentale est basé sur 1’évaluation des propriétés
physico-chimique des extraits aqueux des graines du fenugrec issus par macération et
décoction et 1’étude des propriétésantioxydante par le test de réduction de fer :FRAP.

Les résultats ont montré que la majorit¢ des propriétés physicochimique d’extrait
aqueux des graines du fenugrec issu par macération sont marqué par des teneurs élevées que
celles obtenues par décoction, par conséquent le pouvoir antioxydant d’extrait aqueux macéré
est plus important que celui de I’extrait aqueux décocté.

Mots clés : Fenugrec, graine, extrait aqueux, macération, décoction, antioxydant.
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