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Résumé

Résumeé

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum L.) est une herbacée annuelle de la famille
des Fabacées. Originaire de la région méditerranéenne, il est maintenant répandu dans le
monde entier et est particulierement abondant en Algérie. Cette plante est connue pour ses
propriétés médicinales, thérapeutiques et nutritionnelles. Ce travail porte sur la préparation
d'un gel anti-arthrosique a base de graines de fenugrec, réalisé au laboratoire de recherche «
Ecologie Fonctionnelle et Evolutive » de l'université Chadli Bendjedid EI Tarf. Pour ce faire,
une étude phytochimique a d'abord été réalisée pour identifier les métabolites secondaires
majoritaires présents dans l'extrait sec. Ensuite, une étude biologique a été menée pour

évaluer l'activité antibactérienne de ces métabolites.

Mots clés: Fenugrec (Trigonella foenum-graeccum L.), Gel anti-arthrosique, Etude
phytochimique, Activité antibactérienne, Meétabolites secondaires, Fabacées, Propriétés

médicinales

Abstract

Fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.) is an annual herbaceous plant of the
Fabaceae family. Originally from the Mediterranean region, it is now widespread worldwide
and particularly abundant in Algeria. This plant is known for its medicinal, therapeutic, and
nutritional properties. This study focuses on the preparation of an anti-arthritic gel based on
fenugreek seeds, conducted at the "Ecology Functional and Evolutionary" research laboratory
of Chadli Bendjedid EI Tarf University. Initially, a phytochemical study was conducted to
identify the major secondary metabolites present in the dry extract. Subsequently, a

biologycal study was conducted to evaluate the antibacterial activity of these metabolites.

Keywords: Fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.), Anti-arthritic gel, Phytochemical

study, Antibacterial activity, Secondary metabolites, Fabaceae, Medicinal properties
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Liste des abréviations et symboles

OMS : Organisation mondiale de la Santé
pH Potentiel d’hydrogéne.
% : Pourcentage

h : Heure.

°C : Degré Celsius.

min Minute

mg Milligramme

ml : millilitre.

mm Millimétre.

uv : Ultraviolet.

ul : Microlitre

g : gramme

T : Température.

Kg : kilogramme

HCI : Acide chlorhydrique.
MeOH: Methanol

NaOH: Hydroxyde de sodium
FeCls: Chlorure ferrique.

CH3COOH : Acide acétique
H2SO; : Acide sulfurique
CHCls : Chloroforme
NHsOH : Ammoniaque.
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Introduction générale

Introduction genérale

Bien que de nos jours la médecine moderne soit bien développée presque partout dans le
monde, une proportion non négligeable de la population dans les pays en développement
compte encore sur la médecine traditionnelle et les remedes a base de plantes pour leurs soins
de base. De méme, l'intérét du grand public dans les pays industrialisés pour les thérapies
naturelles, notamment la phytothérapie, a considérablement augmenté™. Selon 1’Organisation
mondiale de la Santé, 80% de la population mondiale se soigne exclusivement avec des

plantes médicinales, et leurs formes d’utilisation : poudre, extrait sec aqueux, teintures. ....).

Les plantes médicinales sont les plantes utilisées en phytothérapie pour leurs principes
actifs, elles peuvent étre vendues en herboristerie, en pharmacie, avec ou sans prescription
selon la réglementation du pays®! .Les plantes médicinales sont utilisées de différentes
maniéres, décoction, macération et infusion[®l, une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre

utilisées, racine, feuille, fleurf!.

En Algeérie, la phytothérapie est tres populaire et gagne de plus en plus d'adeptes,
comme partout dans le monde. Beaucoup croient en la capacité de la nature a guérir. En

réalité, la phytothérapie a toujours existé en Algérie.

L'objectif principal de ce travail est détudier les composés actifs de la plante
médicinale fenugrec a travers des analyses chimiques et phytochimiques afin de prédire et

d'évaluer son potentiel anti-arthrosique.

L'étude se déroule comme suit :

Partie bibliographique :

» Chapitre 1 : Concerne principalement la phytothérapie et les plantes médicinales.

» Chapitre 2 : Consacré aux métabolites secondaires.

» Chapitre 3 : Présente une synthése bibliographique sur le fenugrec, incluant la
classification botanique, la description botanique, la composition chimique, ainsi que
les usages traditionnels et contemporains de la plante.

» Chapitre 4 : Dédié a I'étude des activités biologiques.



Introduction générale

Partie expérimentale
La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres :

o Chapitre 1 : Matériels et méthodes Ce chapitre inclut un screening phytochimique
afin de déterminer les principaux métabolites secondaires présents. Ensuite,
I'extraction des alcaloides et des flavonoides, qui sont responsables de la majorité des
activités biologiques et des effets thérapeutiques des plantes médicinales, est réalisée.

o Chapitre 2 : Résultats et discussion Ce chapitre présente les résultats de nos analyses
et en discute les implications. Une synthese des recherches effectuées sera fournie,

mettant en perspective les données obtenues.

Suite aux résultats obtenus, un gel anti-arthrosique est formulé. Des analyses approfondies de
ce produit seront réalisées dans le but de le commercialiser dans le cadre de la creation d'une

startup.
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Chapitre 01 : Généralités sur la phytothérapie

Chapitre 01 : Généralités sur la

phytothérapie

I. Introduction
La phytothérapie est le traitement ou la prévention des maladies par 1'usage des plantes.
Elle fait partie des médecines paralleles, ou médecines douces. L'emploi des plantes a dessein
thérapeutique remonte a la plus haute antiquité et concerne un grand nombre de civilisations.
Des écrits chinois sur ce sujet datent de plusieurs millénaires(®.
La phytothérapie est une discipline médicale trés ancienne, basée sur I’utilisation de
plantes médicinales pour le traitement de différentes pathologies!’.
Il. La phytothérapie:
11.1 Définition de la phytothérapie:

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques : phuton
et thérapie qui signifient respectivement "plante” et "traitement(l,

La phytothérapie est I'utilisation de plantes a des fins thérapeutiques. Ayant conjointement
évoluée avec le développement scientifique et industriel, la phytothérapie revét désormais des
pratiques variées!®l,

La phytothérapie consiste a utiliser des plantes pour traiter ou prévenir les maladies. Cette
pratique implique l'utilisation des feuilles, des fleurs et sommités fleuries, des racines, ou
encore des plantes entieres. Les plantes peuvent étre issues de la cueillette sauvage ou de la
culture, mais il est essentiel que leur culture soit conforme a des normes réglementaires

rigoureuses afin d'assurer leur pureté!2ol,

11.2 Différents types de la phytothérapie :

2.1. Aromathérapie
Est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles essentielles,

substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantest!],

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

bourgeons et les radicelles**.
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2.3. Herboristerie
Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L’herboriste se sert de la plante fraiche ou séchée, soit entiére, soit une partie de celle-ci
(écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base

d’eau : décoction, infusion, macération!*?,

2.4. Homéopathie
A recours aux plantes d'une fagcon prépondérante, mais non exclusive; les trois quarts

des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale!*®l,

2.5. Phytothérapie pharmaceutique
Utilise des produits d’origine végétale obtenus par extraction et qui sont dilués dans de
I'alcool éethylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour
avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de

gélules, de lyophilisats™*,

11.3 Avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalises par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de ces cent derniéres
années, les hommes n'‘ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies
bénignes (toux...) ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria. Aujourd'hui, les
traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité des médicaments tels
que les antibiotiques (considerés comme la solution quasi universelle aux infections graves),
décroit :

v Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur
résistent de plus en plus™.

v Expérimentalement, les plantes et leurs extraits peuvent améliorer la glycémie
en agissant sur la vidange gastrique, 1’absorption du glucose, I’insulino-
sensibilité, et méme 1’ insulino-secrétion™®l.

v Les maladies les plus graves, le cancer, la sclérose qui sont soignées de facon
tres difficile, mais grace a la phytothérapie qui est une alternative importante

peut amener un confort dans le traitement classique de ces maladies graves[®l.
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I1.4 Précautions a prendre de la phytothérapie

Ils sont rares, généralement bénins. Ainsi, la phytothérapie est une thérapeutique
souvent peu toxique mais qui exige un certain nombre de précautions :

v" Une bonne connaissance des plantes car certaines peuvent étre toxiques ou se
manifestent par des réactions allergiques pour certains sujets.

v’ S'assurer du diagnostic et étre attentif aux doses, en particulier pour les jeunes enfants,
les femmes enceintes ou allaitantes et les personnes agées.

v’ Certaines plantes ne peuvent étre utilisées, en méme temps que d'autres médicaments
ou présentent une certaine toxicité si le dosage est augmenté ou si le temps de

traitement est prolongéf*l.

1. Les plantes médicinales

I11.1 Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques
pour la santé humaine. En effet, elles sont utilisees de différentes manieres, décoction,
maceration et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine ; feuille,
fleur*® ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés

présents!*®l,
111.2 Définition

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle, et au moins certaines d'entre
elles ont une valeur médicinale. Leur effet provient de leurs composes (métabolites primaires
ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés existantsl,

Selon ’OMS, plus de 20000 plantes utilisées dans le monde pour ses propriétés

médicinales, seulement 2000 a 3000 plantes ont été étudiées au niveau scientifique.
111.3 Types de plantes medicinales

Elle porte sur deux origines a la fois. En premier lieu les plantes spontanées dites

"sauvages" ou " de cueillette " puis en second les plantes cultivéest?,
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3.1. Les plantes spontanées :

Les plantes spontanées sont toutes plantes qui poussent naturellement dans une région
sans y avoir été introduites par I’homme. Ce sont des espéces spontanées que 1’homme utilise

mais ne séme pas et ne cultive pasf??.
3.2. Les plantes cultivées :

Une culture est une production végétale tirée de 1’exploitation de la terre. Le terme
plante cultivée désigne également une plante cultivée c’est-a-dire une espéce végétale
cultivée, par exemple le blé ou la pomme de terre. Les plantes cultivées ont subi un processus
de domestication, qui les a conduits a développer des caractéeres différents de leur ancétre
sauvage. Ou bien Un peuplement végétal cultivé est un ensemble de plantes d’une seule
espéce et d’une seule variété (ou population) cultivée pour récolter un produit spécifique

désiré par I’hommel?3,
I11.4 Domaine d’application des plantes médicinales

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples dans

I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie.
4.1. Utilisation en cosmétique

Le produit cosmétique, tels que le creme, aérosols et lotion désodorisante est issue du
savoir traditionnel de la phytothérapie avec des connaissances nouvelles, il est généralement
appliqué sur la partie externe du corps. Aussi I'utilisation des pommades et des gels a base
vegétal permet de préserver ces cosmétiques grace a leur activité antiseptique et antioxydant,

tout en leur assurant leur odeur agréablel?*l,
4.2. Utilisation en alimentation

Assaisonnement des boissons, des colorants et des composés aromatiques, les épices et
les herbes aromatiques utilisés dans l'alimentation sont considérés comme condimentes et
aromates(?®!,

4.3. Utilisation en médecine

Les plantes médicinales constituent le moyen le plus utilisé surtout en milieu rural

pour résoudre les problemes de santé publique. Selon ’'OMS (2002), plus de 80 % de la
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population africaine a recours aux plantes pour ses besoins en soins de santé. En médecine
vétérinaire aussi, la phytothérapie est largement sollicitée par les éleveurs traditionnels dans

les zones de savanes!?®!,
I11.5 Différents types de préparation :

Modes de préparation des plantes médicinales pour la phytothérapie Il est nécessaire
d’¢laborer des méthodologies qui permettent les extractions des substances qui ayant une

action spécifique. Ces manipulations sont :

5.1. Infusion :

L’infusion est la méthode de préparation de tisanes la plus courante et la plus
classique, elle s’applique généralement aux organes délicats de la plante : fleurs, feuilles
aromatiques et sommités?’l. L infusion est obtenue en versant I’eau bouillante sur les plantes
dans un récipient couvert, pour éviter toute perte d’essence volatile pendant une durée 5 a 15

minutes (selon la plante), puis la filtration[?®]. (Figure 1)

Figure 1 : Infusion des féhilles.
5.2. Décoction:

Elle consiste a faire bouillir pendant quelques minutes la plante ou partie de la plante.
Le temps d’ébullition varie selon ’organe en question de (10 a 30 mn), ex: une décoction de
racines peut demander 10 minutes d’ébullition ensuite, la plante est laissée macérer pendant

un certain temps, puis elle est filtrée a 1’aide d’un papier spécial ou d’une toile a trame
finel®. (Figure 2)
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Figure 2: Décoction des tiges et feuilles.
5.3. Macération :

La macération doit se faire dans un récipient a I’abri de I’air et de la lumicre, en
laissant une plante dans un solvant (eau, vin, alcool ou huile) a froid pendant un temps assez
long (de quelques heures a plusieurs jours, voire plusieurs semaines). Une fois le temps
écoulé, il suffit de filtrer le mélange a travers un filtre papier, et de stocker la macération
obtenue dans un récipient bien bouché. Une macération se fait a froid quand les principes

actifs d'une plante peuvent étre détruits par la chaleur®%.(Figure 3)

Figure 3: Préparation des macérats huileux.
111.6 Principes actifs des plantes médicinales

Le principe actif peut se trouver en différentes formes telles que : poudre, extrait,
teinture... Les plantes médicinales interviennent dans la préparation des médicaments
destinés a une utilisation par la voie orale, voie inhalée ou voie externe, ainsi que la
préparation des compléments alimentairest2l,

IV. Conclusion

Les plantes médicinales ont constitué le principal outil thérapeutique a disposition de
I'homme. Leurs propriétés ont été mises en évidence par ’observation des effets qu’elles
généraient sur l'organisme. Ces plantes jouent aussi un role trés important dans le domaine

thérapeutique moderne
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Introduction

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment des composés qui interviennent dans 1’ensemble des réactions
enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I’organismel®?. Investigation des plantes
présente un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances. Une des
originalités majeures des vegétaux reside dans leur capacité a produire des substances
naturelles trés diversifiées . Les composés d'origine naturelle présentent l'avantage d'avoir
une trés grande diversité de structures chimiques et ils possédent aussi un trés large éventail

d'activités biologiques B4,

On distingue ainsi deux groupes de métabolites : les métabolites primaires et les

métabolites secondaires :

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui sont directement impliqués
dans la croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une

cellule. Ils sont divisés en quatre grandes familles :

Les glucides
Les lipides

Les acides aminés

DN NI NN

Les acides nucléiquest®

Les métabolites secondaires ce sont des molécules organiques complexes synthétiques,
accumulés par les plantes en petite quantité. Elles sont caractérisées généralement par de
faible concentration dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone
total, si on exclue la lignine de cette catégorie). Ces molécules jouent un réle dans
’adaptation des plantes a leur environnement et représentent également une source importante
de molécules utilisables par I'nomme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie

ou l'agroalimentaire361,
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Il. Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, On estime a plusieurs
centaines de milliers les métabolites secondaires (200.000), de structure et de fonction tres
diverses. Il existe donc un grand nombre de classification selon les sources et leur
appartenance chimique en l’occurrence, les terpénes, les alcaloides, les composés

acétyléniques, les cires, et les composés phénoliquest®.
Ils sont divisés principalement en trois grandes familles :

» Polyphénols
> Terpenes
» Alcaloides

I1.1 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances naturelles, d’origine végétale
majoritairement. Ils peuvent se trouver chez certains animaux et microorganismes comme les
bactéries et les champignons tels que 1’cestradiol qui est ’hormone la plus importante de type
cestrogene chez les mammiferes. Ils sont constitués d’une unité principale « phénol » donc se
sont de mono, bi ou polyphénol®71,

Les polyphénols constituent une grande classe de produits chimiques qui se trouve
principalement dans les tissus superficiels des plantes. Ils sont des composés photochimiques

polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6 carbones.

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre
de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux 271, Ils subdivisent en
sous classe principales ; les acides phénols, les flavonoides, les lignines, les tanins, les
saponines, les polystéroles ou bien phytostanols. Les plus importants sont : les acides

phénoliques, les flavonoides et les taninst®e,
11.2 Les alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie
et en médecinel®® Ce sont des substances organiques azotées (Figure 4), de caractére alcalin et
de structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des
plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer.

Certaines d’entre elles sont toxiques!*?l.
11
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el 3

OH

H,N

O
Figure 4 : Structure de base des alcaloides

Selon leur structure chimique et surtout leur structure moléculaire, on peut diviser les

alcaloides en plusieurs groupes :

e Phénylalanines

e Alcaloides pyridiques et pipéridiques
e Alcaloidesstéroides

e Alcaloides derivés du tropane

e Alcaloides isoquinoléiques

e Alcaloides quinoléiques

I1.3 Terpenes et stéroides

Les terpénoides sont une large famille de composés naturels de caractére souvent
lipophiles, leurs grandes diversités est due au nombre de bases qui constituent la chaine
principale de formule (C5H8) n, selon la variation de nombre on distingue les monoterpénes,

les diterpénes, les triterpénes, ...etc.

Les stéroides sont des graisses végétales. Elles pourraient jouer un role important dans
I’état de fonctionnement du system immunitaire et possédent moins de 30 atomes de carbone,

synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique %, le plus représentatif est le cholestérol?],

Il .4 Les huiles essentielles
Sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont sécrétées par les plantes
aromatiques que l'on extrait par divers procédés dont ’entrainement a la vapeur d’eau et

hydrodistillation“®! par pressage ou incision des végétaux qui les contiennent41,

12
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I1l. ROle des métabolites secondaires

I11.1 Chez les plantes
Des travaux plus anciens ont montré que les phénols sont associés a de nombreux
processus physiologiques: croissance cellulaires, différenciation, organogeneése, floraison et

tubérisation[*°),

Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes
notamment a celle des fleurs. On peut également noter que les flavonoides :

» Assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les
pollinisateurs et les disperseurs de graine, lls sont universellement présents dans la
cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles
d'assurer la protection des tissus contre les effets nocifs des rayonnements UV en
absorbant 4 la fois ces radiations et les espéces réactives de I’oxygéne formées[*6],

» Jouent un réle dans la protection des plantes (Repoussant certains insectes par leur
goult desagreable).

> Le contréle de la croissance et du développement des plantes en interagissant

d’une maniére complexe avec les diverses hormones végétales de croissance.

II1.2 Chez ’homme
Les métabolites secondaires végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : En alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Ces composés sont en grande

mesure illustrés en thérapeutique”

En médecine : Les métabolites secondaires qui font la base des remedes pour
I’homme sont utilisés en :
v Urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac, laxatifs, sommeil.
v Systémes cardiovasculaires, par exemple : Flavoce est un médicament constitué par la
flavone non substitué en combinaison avec la rutine et isoquercetine est utile dans le

traitement de 1’athérosclérose.

En alimentation : Les épices et les herbes aromatiques contenants des divers

métabolites sont considérées comme condiments et aromates.

En cosmétique : Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits

d’hygiéne 18],

13
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111.3 Réle biologique

Les métabolites secondaires sont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur

structure chimique (Tableau 1).

Tableau 1 : L’activité biologiques des quelques métabolites secondaires.

Meétabolites secondaires

Activités biologiques

Auteurs

Acides Phénoliques

Antibactériens
-Antifongiques
-Antioxydants

[37]

Flavonoides

Antitumorales
-Anticarcinogenes
-Anti-inflammatoires
-Hypotenseurs et diurétiques

-Antimicrobienne

[49]

Anthocyanes

Protection des veines et capillaires

-Anti oxydant

[37]

Tanins

Anti-diarrhéique
-Cicatrisante
-Vasoconstricteur
-Antimicrobienne

-Anti-inflammatoire

[50]

Alcaloides

Antitussifs
-Anti-arythmiques
-Antipaludiques

[51]

Saponosides

Antitumoreux
-Antimicrobiens
-Antiappétants
-Anti-inflammatoires

-Hémolytique

371
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Chapitre 03 : Présentation de la plante
etudiée : le fenugrec

I. Historique

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

et les douleurs rhumatismales(®3l.

1. Description botanique de Trigonella foenum-graecum
Le fenugrec est une plante annuelle, herbacee, de la famille des Fabacées du nom arabe
I’helba Son nom botanique est Trigonella foenum-graecum, elle est aussi appelée : trigonelle,
séne grain, trigonelle fenugrec, etc. Le nom du genre Trigonella vient du latin trigonus
signifiant triangle, par allusion a la forme prismatique des graines du fenugrec. Le mot

fenugrec vient du latin faenum graecum qui signifie « foin grec »B41,

Le Fenugrec (Trigonella foenum-graecum L) aussi appelé Trigonelle ou séné grain 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®L.II existe aussi des nombreuses ramifications

sur la tige et elle posséde des feuilles de forme ovale séparées en trois parties (trifoliolées)®l,

» Fleurs: les fleurs de fenugrec est sessile, dite papilionacée, assez grandes, de
couleur jaune pale a violet claire, se compose d'un calice a cinq sépales non
divisées, dune corolle a cing pétales libres de forme triangulaire 7,

L’épanouissement des fleurs de fenugrec, selon la variété, le climat et la saison des

semailles commence environ 35-40 jours a partir de I’ensemencement. Elles sont

assises dans I’aisselle des feuilles le plus souvent lié (deux a deux), plus rarement

15
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solitaires. Il existe deux types de fleurs : des fleurs cléistogames (fermés) et des
fleurs anéictogames (ouverts)®l,

> Fruit : le fruit est une gousse allongée, arquée, qui renferme de 10 a 20 graines ,
trés dures, aplaties, mesurant 3 a 5 mm de long et 2 a 3 mm de large, de couleur
brun clair a brun rougeétre, marquées par un sillon qui délimite les deux parties

inégales B°)(Figure 5).

» Graines : 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 I'enveloppe
(couleur marron) et cotylédons (couleur jaune) présentsi®ll. La plante toute

entiere dégage une odeur épicée caractéristique (Figure 6).

Figure 6: Les graines de Trigonella foenum-graecum L[]
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Classification botanique
Selon les données de « Natural Resources Conservation Service » du département

d’Agriculture aux Etats Unis le fenugrec est classé comme suit (Tableau 2)

Tableau 2 : Classification de fenugrec!®?

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Genre Trigonella
Espece Trigonella foenum-graecum L

IV. Origine et distribution

Le fenugrec est originaire d’Afrique du Nord, du Moyen-Orient et d’Inde, puis il est
abondamment présent autour de bassin méditerranéen. Les producteurs de fenugrec sont
I'Inde, I'lran, le Népal, le Bangladesh, le Pakistan, I'Argentine, I'Egypte, la France, I'Espagne,

la Turquie, le Maroc et la Chine. Cependant, aujourd'hui il pousse partout dans le monde[®3l,

La région méditerranéenne est connue pour étre 1’habitat naturel du genre Trigonella.
Les especes sauvages du genre existent dans les pays d’Europe, 1’Afrique du Nord, les iles
Canaries, I’Afrique du Sud, I’Asie centrale et de 1’Australie. Fréquemment cultivée elle est

souvent sub-spontanée en Algérie®,

V. 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)®® fibres
mucilagineuses : jusqu’a 40 %, saponines, protéines : jusqu’a 30 %, vitamines A, Bl1, C,
minéraux et oligo-éléments (calcium, magnésium, phosphore, fer, soufre, polysaccharides
comme les galactomannanes(®® les huiles essentielles, 1’acide nicotinique et des acides aminés
libres dont un acide aminé particulier, la 4-hydroxyisoleucine qui a une activité

hypoglycémiantel®71,
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La graine de fenugrec est riche en protéine (20 & 30%), les acides aminés tels que la 4

-hydroxyisoleucine (0,1 & 0,3% du poids de la drogue séche), les glucides (20 a 45%) , les

lipides (7 a 10%)., les sapogénines (0,1-2,2%), la trigonelline (méthylbétaine, 0,37%), du

phosphore, du calcium, du B-caroténe et une huile essentielle (environ 0,015%) mais aussi a

des constituants volatils (sesquiterpénes, lactones, etc.)®l.La composition chimique de la

graine figure dans le (Tableau 3).

Tableau 3 : La composition chimique de graine de fenugrec

Classe de constituants chimiques

Constituants chimiques

Protéine (28-30%)

Nucléoprotéines

Glucides (20-45%)

Fibres : cellulose, hémicellulose, mucilages,
galactomannane, phytine, inositol hexaphosphat de
Caetde Mg

Sapogénines et saponosidesstéroidiques

Foenugracine, trigofoenoside A et autres

hétérosides de la diosgénine ; nombreuses

(4,5%) - o
sapogéninesstéroidiques
Coumarine Scopolétine
Flavonoides Vitexine , vicénines , dérivés de I'orientine

Acides aminés

4-hydroxyisoleucine

Autres

Amide de l'acide nicotinique, trigonelline
(méthylbétaine, 0,37%), gamma schizandrine,

phosphore, calcium, fer

Lipides, huile grasse (dans I’embryon :
10%)

6-

Acide linolénique et linolénique, lécithine

V1. Utilisation thérapeutiques traditionnelle

Le Fenugrec compte parmi les plus anciennes plantes médicinales et culinaires. Ses

graines, gréace a leurs composés chimiques, se révélent étre d’une grande valeur alimentaire et

présentent de multiples vertus phytothérapeutiques®®. 11 est utilisé pour :

v' Stimuler I’appétit, soulager les troubles digestifs et respiratoires, et redonner de

I’énergie aux convalescents et aux personnes déprimées. Il est également

utilisé pour favoriser la production du lait maternel.

v' Lutter contre la chute des cheveux.

V" Traiter les ulcéres de jambe, la goutte, les douleurs musculaires et 1’eczéma.

Prévenir 1’apparition de certains types de cancers, en particulier du colon, du

sein, et de la vésicule biliaire.
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Chapitre 03 : Présentation de la plante étudiée : graine de fenugrec

v’ Arréter la constipation.
v Eliminer les infections et les inflammations des voies respiratoires.

v Soigner les blessures cutanées et les douleurs rhumatismales!®®.

Propriétés du fenugrec

Le Fenugrec possede plusieurs propriétés thérapeutiques parmi lesquelles :
VI1.1 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 1’effort oxydant U9 et aussi pour retarder

l'oxydation des lipides dans une variété des produits alimentaires [,
VI11.2 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 'Y, De plus, ses graines sont utilisées

pour soulager les inflammations, les rhumatismes, les muscles endoloris "],
VI11.3 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 [,
VI1.4 Propriétés anti-cancérigenes

Le Fenugrec a présenté des capacités modificatrices de l'apoptose induite par le
cyclophosphamide et la peroxydation lipidique 4, Cette propriété du Fenugrec en fait une

plante médicinale prometteuse pour la thérapie complémentaire chez les patients cancéreux.
VI1.5 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
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Chapitre 03 : Présentation de la plante étudiée : graine de fenugrec

qui contribue & I'amélioration de la tolérance au glucose et exerce son effet hypoglycémiant en

agissant au niveau des récepteurs de I'insuline ainsi qu’au niveau gastro-intestinal 7,

VI11.6 Autres propriétés du Fenugrec
6.1. Le Fenugrec est nutritif et anabolique :

C’est une source de protéines, de vitamines et de minéraux. Ses vertus nutritives
encouragent aussi la repousse des cheveux.
Quant a son action anabolique, il aide a gagner en musculature tout en se débarrassant

du gras excédentaire, notamment grace & son contenu élevé en fibres 41,
6.2. Le Fenugrec est un apéritif et digestif :

Sa saveur amere et son potentiel legerement réchauffant font du Fenugrec un apéritif
et un tonique digestif apprecié. Son contenu en huiles essentielles inhibe par ailleurs la

formation de gaz intestinaux lors de la digestion ["],

VI1.7 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®,
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Chapitre 04 : Activité biologique

I. L’activité anti inflammatoire

1.1 Inflammation

L’inflammation est une réaction de défense de certains étres vivants consécutive a une
Iésion tissulaire ou une agression cellulaire excessive ayant plusieurs originest’’l.
» Meécanique ou physique (radiations, €lectricité, froid, chaleur, piqure, coupure,
contusion).
» Chimique (acides, bases, substances minérales diverses).
» Biologique ou immunologique (virus, bactéries, parasites, champignons et les
antigenes.

I.1.1 Inflammation aigué

L’inflammation aigué est caractérisée par quatre signes cliniques cardinaux qui sont la
tuméfaction, I’hyperhémie, I’hyperthermie et la douleur. Elle dure de quelques jours a
quelques semaines. L’inflammation aigué¢ se déroule en plusieurs phases, une phase
vasculaire immédiate caractérisée par des modifications de la microcirculation locale, une
phase cellulaire caractérisée par la mobilisation de nombreuses cellules immunitaires qui
permettra 1’élimination des microorganismes pathogenes et des tissus 1€sés, et une phase de

résolution et de cicatrisation qui conduit & la restauration des tissust’l.

1.1.2 Inflammation chronique

L’inflammation chronique est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des
années et qui peut se prolonger tout au long de la vie de I’individu ['®),
A la différence de ce qui se passe dans I'inflammation aigué, les phases vasculaires et
cellulaires ne se succedent pas mais coexistent tout au long de I’évolution de 1’inflammation.
Des phénoménes de destruction tissulaire et de tentatives de réparation sont également
présents 18 Les macrophages constituent I’essentiel de Dinfiltrat cellulaire vers le site
inflammatoire. Tandis que la présence des polynucléaires éosinophiles est caractéristique des

inflammations chroniques allergiques et parasitaires [,
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1.2 Anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires ciblent les molécules clés dans la physiopathologie de laréaction :

la PLA2, la lipoxygénase, la cyclooxygénase et les cytokines.

1.2.1 Anti-inflammatoires non stéroidiens
Les Anti-inflammatoires Non Stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques
les plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires,

antipyrétiqueet antalgiques ainsi que des effets secondaires gastro-intestinaux et rénaux.

1.2.2 Anti-inflammatoires stéroidiens
Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérivés du cortisol synthétisé par les glandes surrénales. Les
glucocorticoides sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire. Par
leur action directe sur les vaisseaux, ils diminuent les phénomeénes vasculaires de

I’inflammation(®*.
1.2.3 Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes sont trés utilisées en medecine traditionnelle pour soulager les malades
atteints de certaines affections inflammatoires telles que I’arthrite rhumatoide, 1’asthme,

I’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les ulcéres gastriques et duodénaux (2,

L’activité anti-inflammatoire des plantes revient a leur contenu en métabolites
secondaires bioactifs tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les saponines, les
coumarines, les terpenes...etc. Ces substances actives peuvent agir a plusieurs étapes de la
réaction inflammatoire en inhibant le métabolisme de I’acide arachidonique, les mécanismes
de transduction du signal impliqués dans I’activation des cellules inflammatoires, la synthése
des cytokines pro-inflammatoires, I’expression des molécules d’adhésion, et la production des

espéces oxygénées réactives (%1,
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Matériels et methodes

Introduction
Notre étude a été réalisée au niveau du :
e Laboratoire de recherche : Laboratoire Ecologique Fonctionnelle et Evolutive de la
faculté des Science de la nature et de la vie de I’Université Chadli Bendjedid el Tarf.
e Laboratoire pédagogique de la faculté des Sciences et de la Technologie de
I’Université Chadli Bendjedid el Tarf.

Localisation géographique du fenugrec

Dans la région d'ElI Tarf en Algérie, le fenugrec (Trigonella foenum-graecum) est
généralement cultivé dans les zones agricoles ou les conditions de sol et de climat sont
favorables a sa croissance. Le fenugrec est une plante herbacee annuelle qui pousse bien dans
les sols bien drainés et riches en matiére organique.

Plus précisément, les zones de culture du fenugrec peuvent étre situées dans les plaines
fertiles et les vallées ou l'irrigation est disponible, car le fenugrec nécessite un arrosage
régulier pour sa croissance optimale. Ces régions peuvent egalement bénéficier d'un
ensoleillement adéquat pour favoriser le développement des plantes.

Il est également possible de trouver des cultures de fenugrec dans les zones agricoles
proches des habitations dans les villages et les villes de la région d'El Tarf, ou les agriculteurs
peuvent cultiver cette plante pour une utilisation personnelle ou pour la vente sur les marches
locaux.

En résume, la localisation géographique du fenugrec dans la région d'ElI Tarf en
Algérie se trouve principalement dans les zones agricoles propices a sa culture, ou les

conditions de sol, de climat et d'irrigation sont favorables a sa croissance.

Analyse phytochimique
I1.1 Biomasse végeétale et produits chimiques

Biomasse végétale
La plante utilisée dans ce travail (Figure 7) sous forme de poudre, est disponible sur le
marché local d’El-Tarf.
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Figure 7 : Graine et poudre de fenugrec
(CHELOUFI sabrine 2024)

Produits chimiques
> Ingrédients : Gel d'aloevera, huile essentielle de romarin
» Solvants : Chloroform (CHCI3), MeOH, EtOH, éther de pétrole, acide acétique
» Autres : NaOH(1%), KOH, HCI (5% ; 1%), H2SO4, acide acétique, , FeCls, NHsOH

11.2 Matériel utilisés

Balance de precision
Toutes les opérations de pesées ont été effectuées sur la balance de précision de 0,0001 g

de la marque OAHUS (Figure 8).

Figure 8 : Balance analytique de la marque OAHUS
(CHELOUFI Sabrine 2024)

a\ s .

Broyeur
Toute la quantité de fenugrec a été broyee par un broyeur a 8 puissances (Figure 9).
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Figure 9 : Broyeur (CHELOUFI Sabrine)

Agitateur magnétique
Un agitateur magnétique chauffant de la marque Stuart et un barreau aimanté (Figure 10)

Figure 10 : Agitateur magnétique et barrreau aimanté
(CHELOUFI Sabrine 2024)

pH métre digitale
Un pH metre digitale de la marque HANNA (Figure 11).

| ——
Figure 11 : pH metre de la marque HANNA
(CHELOUFI Sabrine 2024)

Rota vapeur
Appareil BUCHI Rota-vapeur R-200 utilisé pour la condensation des extraits

méthanoiques (Figure 12).
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Figure 12 : Rota vapeur de la marque BUCHI
(CHELOUFI Sabrine 2024)

I1. Etude phytochimique
11.3 Méthodes

11.3.1 Préparation de la poudre des graines de fenugrec
v Séchage : Sécher les graines de fenugrec a I’air libre pour éviter la dégradation des

COMPOSES.

v Broyage : broyer les graines séchées en poudre fine a I’aire d’un broyeur

Schéma 1 : Mode opératoire de la poudre de fenugrec (CHELOUFI Sabrine 2024)

11.3.2 Analyse qualitative (Screening phytochimiques sur la poudre de fenugrec)

Les tests phytochimiques sont des tests purement qualitatifs permettant de mettre en
évidence et de caractériser les différents groupes chimiques contenus dans les extraits
vegétaux, basées sur des réactions de coloration et/ou de précipitation. Les résultats sont

classés comme suit B4

Réaction (absence) : -

Réaction (présence) : +
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Les alcaloides
Macérer 1g de la poudre du fenugrec dans 10 ml d’HCI a 5% dans un récipient. On filtre

le mélange on additionne au filtrat quelque gouttes de réactif de Mayer!®,

Les saponosides (test de mousse)
lg de la poudre séche est pesé dans une fiole dans laquelle 10ml d’eau distillée sont
ajoutés et bouillis pendant 5min, le mélange est filtré ; 2.5ml du filtrat sont ajoutés a 10ml
d’eau distillée dans un tube a essai. Le tube est secoué¢ vigoureusement pendant 30s puis on

laisse reposer une demi-heure!®l,

Les flavonoides
Macérer 10g de la poudre de fenugrec dans 150ml HCI a 1% pendant 24h. Filtrer, prendre
10ml du filtrat, le rendre basique avec NH;OH®1,

Les tannins
10g de la poudre avec 100 ml de MeOH a 80%.filtré, additionner au filtrat quelques

gouttes d’une solution de FeClz a 18],

Les cardenolides

Macérer 1g de poudre seche dans 20ml d’cau distillée pendant 3h, apres filtration, on
préleve 10ml de filtrat et on I’extrait avec un mélange de 10ml de Chloroforme CHCI; et
éthanol C>HsOH. On évapore la phase organique, puis le précipité est dissout dans 3ml de
CH3COOH glacial, en ajoutant quelques gouttes de FeCls et 1ml de H.SO4 concentré sur les

parois du tube a essail®®l,

Les huiles volatiles
Macérer 10g de la poudre dans 40ml d’eau distillée avec agitation constante pendant
30mn. L’extrait est filtré ; 2ml du filtrat sont secoués avec 0,1ml de NaOH dilué et une petite

quantité de HCI dilué un précipité blanc est formé avec les huiles volatiles®,

Anthocyanes
Repose sur le changement de couleur de I’infusé a 10% avec changement de PH. On
ajoute a l'infusé quelque goutte de HCI pur, on a changement de couleur, puis on rajoute

quelque goutte de NH4OH changement de couleur.
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Leuco-Anthocyanes

On chauffe 5 ml de I’infusé a 10 % a 4 ml (éthanol / HCL pur 1/3) dans un bain marrie a

50°C pendant quelque minutes.

Quinones

lg de poudre broyé est placé dans un tube avec 153 30ml d’éther de pétrole. Apres

agitation et un repos de 24h. L’extrait est filtré puis concentré au Rota-vapeur. La présence

des quinones est confirmée par I’ajout de quelque goutte de NaOH!,

1.4 Extraction les alcaloides

+ #

+

V.1 Extraction par macération

Placer 10 g de pouder de fenugrec dans un becher de 100 ml.

Ajouter 50 ml d'éthanol dans le bécher (rapport 5:1).

Laisser macérer pendant 48 h heurs a température ambiante, en agitant réguliérement

pour favoriser l'extraction.

V.2 Filtration
Filtrer le mélange pour séparer le liquide de la matiére solide a I'aide d'un papier filtre

et d'un petit entonnoir

V.3 Concentration de I'extrait
Concentrer l'extrait filtré sous vide a I’aide d'un évaporateur rotatif ou simple

évaporateur jusqu'a obtenir un résidu concentré (environ 3-5 ml).

V.4 Extraction acide base
Dissoudre le résidu concentré dans 30 ml d'acide acétique dilué (10 %).

Filtrer pour éliminer les matiéres insolubles.

V.5 Extraction des alcaloides

Alkaliniser la solution acide filtré avec ma solution de NaOH (10%) jusqu'a atteindre
un pH basique (8_10). Utiliser environ 10 ml de la solution de NaOH

Extraire les alcaloides libres avec 3 portions de 10 ml de chloroforme. Ajouter chaque
portion, agiter vigoureusement, puis separer la phase organique (chloroforme) de la
phase aqueuse.

Combiner les phases organiques (30 ml de chloroforme).
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V.6 Purification et concentration

4+ Laver la phase organique combinée avec 15 ml d'eau distillée pour éliminer les

impuretés

+

Sécher la phase organique sur 1 g de sulfate de sodium anhydre

+

Filtrer pour éliminer le sulfate de sodium
4+ Concentrer la phase organique en évaporant le chloroforme sous vide a l'aide d'un

évaporateur rotatif ou simple évaporateur jusqu'a obtenir un résidu alcaloidique sec.

V.7 Cristallisation (optionnelle)

+

Dissoudre les alcaloides concentrés dans un solvant approprié (ex : éthanol)

+ Laisser cristalliser en refroidissant lentement.

L’extraction des alcaloides a été réalisée selon le (Schéma 2)
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Extraction par

macération Filtration

Filtration sur
un papier filtre

Extraction des alcaloides
pH basique (8-10)

de la phase aqueuse

\k
—»

La phase organique avec
15 ml I'eau distillé

'Séparer la phase organique (chlorof orme)]

Evaporation
—> B

Filtrer pour éliminer évaporant le
le sulfate de sodium chloroforme

les alcaloidique

Schéma 2 : Protocole d’extraction des alcaloides

1.5 Extraction des flavonoides
V1.1 Macération
# Placer 5 g la poudre de fenugrec dans un récipient approprié
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Ajouter 50 ml d'éthanol & 70 % pour couvrir la poudre
Agitez le mélange a l'aide d'un agitateur magnétique pendant 24 heures a température

ambiante

V1.2 Filtration

Filtrer le mélange a l'aide d'un filtre a café ou de papier filtre pour séparer le liquide
(extrait) du résidu solide.

Recueillez le filtrat dans un flacon propre.

V1.3 Evaporation du solvant
Evaporez I'éthanol sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif jusqu'a obtention d'un

extrait concentré.

V1.4 Dissolution dans I'eau

Dissoudre I'extrait concentré dans 10 ml d'eau distillée.

V1.5 Extraction liquide- liquide

Ajouter 20 ml d'acétate d'éthyle dans la solution aqueuse.

Agitez vigoureusement la solution pendant 10 minutes et laissez reposer pour
permettre la séparation des phases.

Séparez la phase organique (acétate d’éthyle) contenant les flavonoides de la phase

aqueuse a l'aide d'un séparateur d'entonnoir.

V1.6 Répétition de I'extraction
Répétez I'extraction liquide - liquide deux fois supplémentaires avec 20 ml d'acétate

d'éthyle frais chaque fois pour maximiser la récupération des flavonoides.

V1.7 Evaporation du solvant organique
Combiner les phases organiques et évaporez l'acétate d'éthyle a I'aide d'un évaporateur

rotatif jusqu'a obtention d'un résidu sec contenant les flavonoides.

V1.8 Purification (facultatif)
Si nécessaire, purifier les flavonoides par chromatographie sur colonne ou toute autre

technique de purification appropriée.
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L’extraction des flavonoides a été réalisée selon le (Schéma 3)

Extraction par ¢

macération Filtration

Matiére végétaleS g

)

Filtration sur
un papier filtre

Séparer la phase organique
(d'acétate d'éthyle)
&e la phase aqueuse

Dissolution dans I'eau

(Evaporation du solvant)

La phase organique )
(d'acétate d'éthyle) evaporez
(d'acétated'éthyle)

les flavonoides

Schéma 3 : Protocole d’extraction des flavonoides

Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction (%) est calculé par la formule suivante :

R (%) = (Masse de I'extrait sec*100) / Masse du matériel végétal utilisé)
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I11.  Analyses microbiologiques :

v' Test d’activité antibactérienne :

v Matériel

o Plaques de Pétri

o Micropipettes et pointes stériles
o Boites de Pétri

o Milieux de culture

o Incubateur

o Disques de papier filtre disque
o Coton-tige stérile

o Filtre stérile de 0,22 um

o Flacons stériles

v Réactifs

Meéthode :

o Eau stérile pour dissoudre les extraits et pour les dilutions
o Solutions standard de contrdle positif (gentamicine)

o Bouillons de culture bactérienne

1. Préparation des Solutions d'Extrait

o

o

Peser 100 mg d'extrait sec d'alcaloides pour chaque souche bactérienne
Dissoudre les 100 mg d'extrait dans 1 ml d'eau stérile pour obtenir une
solution stock concentrée de 100 mg/ml pour chaque souche.

Filtrer chague solution a travers un filtre stérile de 0,22 pm pour stériliser.
Préparer des dilutions en série de chaque solution d'extrait avec de I'eau stérile
pour obtenir des concentrations plus faibles (par exemple, 10 mg/ml, 1 mg/ml,

0,1 mg/ml) pour chaque souche bactérienne.

2. Préparation des Milieux de Culture et Inoculation

o

e}

e}

Préparer des plaques d'agar spécifiques a chaque souche bactérienne :
= Pour Escherichia coli : utiliser Mueller-Hinton agar
= Pour Staphylococcus aureus : utiliser Brain Heart Infusion agar
= Pour la troisieme souche, choisir un milieu approprié le Bacillus.

Cultiver chaque souche bactérienne dans du bouillon nutritif
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3. Application de I'Extrait

o

o

Méthode de diffusion en puits :
= Percer des puits de 6 mm de diamétre dans I'agar inoculé pour chaque
souche bactérienne a l'aide d'une pipette Pasteur stérile ou d'un
poingon.
= Ajouter 50 pl de chaque solution d'extrait (et des contrdles) dans les
puits correspondants pour chaque souche bactérienne.
Méthode de diffusion sur disque :
= Imprégner des disques de papier filtre stériles (6 mm de diamétre) avec
20 pl de chaque solution d'extrait (et des contrbles) pour chaque souche
bactérienne.
= Placer les disques impregnés sur les plaques d'agar spécifiques pour

chaque souche bactérienne.

4. Controles

o

Inclure des disques ou des puits contenant uniquement de I'eau stérile comme
contr6le négatif, et des disques imprégnés d'antibiotiques standards comme

contréles positifs pour chaque souche bactérienne testée.

5. Incubation

o

Incuber les plaques a 37°C pendant 24 heures.

6. Evaluation de I'Activité Antibactérienne

o

Aprés incubation, mesurer le diametre des zones d'inhibition autour des puits
ou des disques a l'aide d'une régle pour chaque souche bactérienne.

Comparer les résultats avec les contrbles positifs et négatifs pour évaluer
I'efficacité antibactérienne des extraits dalcaloides contre chaque souche

bactérienne individuellement.
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Figure 13 : matériel de I'activité antibactérienne (Cheloufi sabrine 2024)

IV. Evaluation de son potentiel anti-arthrosique

IV.1 Préparation du gel

Etapes de préparation :

1. Moudre les graines de fenugrec :
o Moudre 10 grammes de graines de fenugrec en poudre fine a l'aide d'un
mortier et d'un pilon ou d'un moulin a café.
2. Preparer la base de gel :
o Dans un bol, versez 100 grammes de gel d'Aloe Vera pour la texture souhaitée.
3. Incorporer la poudre de fenugrec :

o Ajoutez la poudre de fenugrec moulue a la base de gel dans le bol. Mélangez

bien pour obtenir une consistance homogeéne.
4. Ajouter les huiles essentielles (optionnelles) :

o Ajoutez 5 gouttes de chaque huile essentielle (menthe poivrée, lavande et
romarin) pour renforcer les propriétés analgésiques et anti-inflammatoires du
gel. Mélangez bien.

5. Transférer dans un contenant de stockage :
o Versez le gel préparé dans un pot ou une bouteille de stockage hermetique.
6. Etiqueter et conserver :
o Etiquetez le contenant avec la date de préparation et le contenu. Conservez le

gel au réfrigérateur pour prolonger sa durée de conservation.
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Mode d'emploi :

« Appliquez une petite quantité de gel sur la zone affectée par les douleurs arthrosiques.
o Massez doucement jusqu'a ce que le gel soit complétement absorbé par la peau.

o Utilisez le gel selon les besoins, jusqu'a plusieurs fois par jour.

10 g Poudre de fenugrec

100 g de gel d'Aloe Vera

Mélanger

Ajouter quelques gouttes
d'huile essentielle de romarin: conservateur naturelle
d'huile essentielle de menthe poivrée
d'huile essentielle de lavande

Mélanger

Verser et conserver le gel obtenu
dans un flacon opaque

Schéma4 : Etapes de préparation de gel

Formulation du gel anti arthrosique

A la fin de cette étude, et en se basant sur les preuves scientifiques de sa composition
et de ses effets bénéfiques, une préparation d’un gel anti arthrosique a base de Fenugrec a été

élaborée.
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Résultats et discussions
Analyse phytochimique
1.1 Screening phytochimique (Analyse qualitative)

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur la poudre de fenugrec sont

représentés dans le (tableau 4).

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur la poudre de fenugrec, présentés dans
le tableau 4, révélent une richesse notable en divers composés bioactifs. Ces composés

incluent les flavonoides, les alcaloides, les saponosides, les huiles volatiles et les quinones.

Les flavonoides sont connus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires
et cardioprotectrices. La présence abondante de flavonoides dans le fenugrec corrobore les
études de référence qui indiquent que le Trigonella foenum-graecum (nom scientifique du

fenugrec) P11,

Les alcaloides présents dans le fenugrec, tels que la trigonelline, jouent un réle important
dans ses effets hypoglycémiants et neuroprotecteurs. Selon des études précédentes, la
trigonelline a été associée a la régulation de la glycémie et a la protection contre les maladies

neurodégénératives [°2,

Les saponosides, connus pour leurs propriétés immunes modulatrices et
hypocholestérolémiantes, sont également présents en quantité significative dans le fenugrec.
Les recherches bibliographiques montrent que ces composés contribuent a 1effet

hypocholestérolémiant et au renforcement du systéme immunitaire 31,

Les huiles volatiles extraites du fenugrec, notamment ’huile essentielle, sont reconnues
pour leurs effets antimicrobiens et antioxydants. Des études ont confirmé que ces huiles

jouent un role dans la prévention des infections et la réduction du stress oxydatif (%41,

Les quinones, bien que moins étudiées dans le contexte du fenugrec, présentent des
propriétés antimicrobiennes et antitumorales. Leur présence confirme les observations faites
par dautres chercheurs qui ont identifié des quinones comme des constituants actifs dans

diverses plantes médicinales %1,
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Ces résultats confirment la richesse du fenugrec en composés bioactifs et soutiennent son
utilisation dans la médecine traditionnelle et moderne pour diverses applications

thérapeutiques.

Tableau 4 : Résultats des tests phytochimique des graines de fenugrec

Test Résultat Description des résultats Photo

+++
Le test des alcaloides, nous a

donné un résultat trés positif.

Alcaloides

+++ Présence de la mousse dans

I’extrait fenugrec. indique la

Saponosides ) .
P présence des saponines.

+++ Les résultats de test des
Flavonoides flavonoides ont donné une
couleur jaune dans I’extrait
de fenugrec. ce qui signifie

que le test est positif.

++ Le test des tanins, nous a
donné un résultat positif,
indiqué par l'apparition d’une

coloration marron.
Tanins

40




Résultats et discussions

Cardénolides

Le test des tanins, nous a
donné un résultat positif.

Huiles volatiles

Le test des tanins, nous a
donné un résultat positif

Anthocynes

Le test des tanins, nous a
donné un résultat positif

Leuco anthocynes

++

Le test des tanins, nous a

donné un résultat positif.

Quinones

++

L'apparition de La coloration
qui vire au jaune confirme la
présence des quinones dans

I’extrait de fenugrec.
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.2 Extraction des alcaloides et des flavonoides

Les rendements d'extraction des alcaloides et des flavonoides obtenus apres évaporation
ont été déterminés par rapport au matériel végétal sec. Les résultats, représentés dans le
(Tableau 5), montrent un rendement de 5 % pour les alcaloides et de 3 % pour les flavonoides

Tableau 5 : Rendement d’extraction les flavonoides et les alcaloides

Extraction les alcaloides Extraction les flavonoides

Rendement 5% 3%

Le rendement d'extraction des alcaloides de 5 % est en accord avec les études
antérieures qui indiquent que le fenugrec est une source riche en alcaloides, notamment la
trigonelline. ©°21 il a ete rapporté ou Basch et al.que la trigonelline est présente en quantités
significatives dans les graines de fenugrec, contribuant a ses effets hypoglycémiants et

neuroprotecteurs.

Le rendement d'extraction des flavonoides de 3 % confirme également les données
bibliographiques existantes sur la composition phytochimique du fenugrec. Selon une étude
menée par Y les flavonoides tels que la quercétine et la kaempférol sont présents en
quantités appréciables dans le fenugrec, conférant a la plante des propriétés antioxydantes et

anti-inflammatoires.

Les rendements observés dans cette étude sont comparables a ceux trouves dans la
littérature. Par exemple,’® ont rapporté des rendements similaires dans leurs études sur
I'extraction des composés bioactifs du fenugrec, mettant en évidence que les méthodes

d'extraction et les conditions de traitement influencent grandement les rendements obtenus.

Les rendements d'extraction obtenus pour les alcaloides (5 %) et les flavonoides (3 %) du
fenugrec séché sont conformes aux données de la littérature et démontrent la richesse de cette
plante en composés bioactifs importants. Ces résultats soulignent le potentiel du fenugrec
comme source de composeés thérapeutiques, justifiant ainsi son utilisation traditionnelle et son

intérét pour la recherche médicale et pharmacologique.

Il. Activité Antibactérienne

Nous avons évalué l'activité antibactérienne des extraits secs des alcaloides de Trigonella

foenum-graecum L. sur des souches bactériennes en utilisant la méthode de diffusion sur
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disque. Cette technique est couramment employée pour examiner l'activité antibactérienne des
substances naturelles et des extraits de plantes. Les résultats des zones d'inhibition sont
présentés dans le Schéma 5 et le Tableau 6.

Ve

C: Bacillus

Schémab : Exemples des résultats obtenus pour I'activité antibactérienne

Tableau 6 : Résultats de test d'activité antibactérienne de fenugrec

La souche bactérienne Résultats avec fenugrec Concentration | Gentamicine
Staphylococcus 0 mm 10 mg/l 18
Escherichia coli 8 mm 1 mg/l 21
Bacillus 10 mm 0.1 my/l 14

> Résultats de ’activité antibactérienne

1- Staphylococcus aureus
Résultat : 0 mm a 10 mg/l Résultat avec gentamicine : 18 mm

Discussion : Les résultats actuels montrent une absence totale de zone d'inhibition a une
concentration de 10 mg/l, ce qui indique une résistance complete a l'agent testé. En

comparaison, la gentamicine a 10 mg/l produit une zone d'inhibition de 18 mm. La résistance
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observée pourrait étre due a plusieurs facteurs, notamment des mécanismes de résistance

specifiques a I'agent testé ou une variabilité dans la souche de Staphylococcus utilisée.

Selon une étude précédente de P71, les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la
méthicilline (SARM) montrent une résistance significative a divers antibiotiques, y compris
les aminoglycosides comme la gentamicine, bien que les zones d'inhibition observées soient
généralement autour de 20 mm pour des concentrations similaires. Le résultat nul ici suggere
soit une souche extrémement résistante, soit une inefficacité compléte de I'agent antibactérien

utilisé.
2- Escherichia coli

Résultat 8 mm a 1 mg/l Résultat avec gentamicine : 21 mm

Discussion : Pour Escherichia coli, une zone d'inhibition de 8 mm a 1 mg/l est modéree
mais indique une certaine activité antibactérienne. En comparaison, la gentamicine a la méme

concentration montre une zone d'inhibition significativement plus grande de 21 mm.

Des recherches antérieures, telles que celles de [°®, ont montré que la gentamicine est trés
efficace contre Escherichia coli, avec des zones d'inhibition typiquement supérieures a 20 mm
pour des concentrations de 1 mg/l . La difference dans les résultats indique que l'agent
antibactérien testé est moins efficace que la gentamicine, mais il montre néanmoins une

activité inhibitrice.
3- Bacillus

Résultat : 10 mm a 0.1 mg/l Résultat avec gentamicine : 14 mm

Discussion : Pour la souche de Bacillus, une zone d'inhibition de 10 mm a 0.1 mg/| est
notable. Comparée a la gentamicine qui montre une zone de 14 mm a la méme concentration,
l'agent testé montre une activité antibactérienne appréciable mais inférieure a celle de la

gentamicine.

Selon une étude de [ la gentamicine présente une forte activité contre diverses
souches de Bacillus, avec des zones d'inhibition généralement autour de 15 mm a 0.1 mg/I.
Les résultats actuels sont donc en ligne avec les données existantes, suggérant une efficacité

raisonnable de I'agent testé, bien que moindre comparée a la gentamicine.
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Conclusion

En résumé, les résultats obtenus montrent une efficacité variable de I'agent antibactérien
testé en comparaison avec la gentamicine. Les zones d'inhibition pour Escherichia coli et
Bacillus sont inférieures mais non négligeables, tandis que pour Staphylococcus aureus, une
résistance compléte est observée. Cette variabilité peut étre attribuée a la nature spécifique de

I'agent testé et a la susceptibilité individuelle des souches bactériennes.

I11. Préparation de gel anti arthrosique

Perspectives

Une étude approfondie sera menée sur d’un gel anti arthrosique formulé & base de
Fenugrec dans le cadre de sa commercialisation future. Cette étude comprendra plusieurs
volets :

1. Etude in vitro de la toxicité : Réalisée au laboratoire de toxicologie du CHU Annaba,

cette étape permettra d'évaluer la securité du gel anti arthrosique sur des cellules

cultivees en laboratoire pour sassurer que le gel anti arthrosique est sans danger.

2. Analyse de la composition détaillée : Utilisant la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS) et la spectroscopie infrarouge, cette analyse
sera effectuée au laboratoire de recherche en Ecologie Fonctionnelle et Evolutive de
l'université Chadli Bendjedid EI Tarf pour déterminer précisément les composants

phytochimiques présents dans le produit.

3. Etude de la stabilité du produit : Cette étape sera menée a l'aide d'un rhéométre au
Centre de Recherche en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC) de Biskra pour évaluer la
stabilité du gel sur une période prolongée, garantissant ainsi son efficacité et sa sécurité

pendant toute sa durée de conservation.

4. Etude in vivo de la toxicité et de I'efficacité : Réalisée sur des personnes malades,

cette étude évaluera la sécurité et I'efficacité du gel anti arthrosique.

Ce projet fait I'objet d'une startup actuellement incubée au sein de l'incubateur de

I'Université Chadli Bendjedid EI Tarf et est en cours de réalisation.
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Conclusion Géneérale

Les plantes médicinales restent une source fiable de principes actifs reconnus pour
leurs propriétés thérapeutiques. Nos recherches bibliographiques et nos études expérimentales
ont enrichi notre compréhension du Fenugrec, une plante médicinale de la famille des

Fabacées, traditionnellement utilisée pour ses diverses propriétés thérapeutiques.

L'objectif de ce travail était d'évaluer le rendement d'extraction des alcaloides et des
flavonoides pour identifier les substances bioactives présentes dans le Fenugrec, suivi d'une

étude antibactérienne menée sur trois souches identifiées.

Trigonella foenum-graecum L. est un agent antibactérien naturel et non toxique. Ce
qui assure que les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs

connus par leurs propriétés therapeutiques

Dans le cadre de ce projet, un gel anti-arthrosique a base de Fenugrec a éte developpé pour

soulager les douleurs inflammatoires.

Actuellement, ce projet est en phase de réalisation au sein d'une startup incubée a I'Université
Chadli Bendjedid EI Tarf.
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