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Résume

Le pétale de safran est moins cher et produit en grande quantité par rapport aux stigmates du safran, il

peut donc étre considéré comme une source appropriée a différentes fins. Pour cela, et dans I'objectif de
valoriser ces bio résidus on s’intéresse a réalisé ce travaille.
Dans cette étude, les différents composes bioactifs (les polyphénols, flavonols, flavonoides, tanins
hydrolysable et tanins condenses) et la capacité antioxydante des fractions dichlorométhanique, acétate
d’éthyle et acétonique des pétales de safran ont été étudies. Apres délipidation nous avons réalisé un
fractionnement par des solvants de polarité croissante. Les résultats mettent en évidence la présence des
molécules bioactives étudier dans les trois fractions mais a des concentrations variables. Les polyphénols
¢taient présents le plus dans la fraction d’acétate d’éthyle alors que les flavonoide et les tanins condensés
ont été les plus abondante dans la fraction dichlorométhanique. Pour la fraction acétonique en trouve les
tanins hydrolysables et les flavonols en teneur importante par rapport aux deux autres fractions. En fin
pour I’étude d’activité antioxydante la fraction acétonique a présenté la capacité antioxydante la plus
importante. Cette étude nous a montré que les pétales du safran sont riches en molécules bioactives et que
parmi les trois fractions étudier la fraction acétonique est la plus riche en molécule antioxydante.

Mots clé : Safran, pétales, capacité antioxydante, dosage des molécules bioactive, polyphénols, extraction,
macération, soxhlét.




Abstract

Saffron petal is cheaper and produced in large quantities compared to saffron stigmas, so it can be
considered as a suitable source for different purposes. For this, and with the aim of valuing these bio
residues, we are interested in carrying out this study.

In this study, the different bioactive compounds (polyphenols, flavonols, flavonoids, hydrolyzable
tannins and condensed tannins) and the antioxidant capacity of the dichloromethane, ethyl acetate and
acetone fractions of saffron petals were studied. The fractions were prepared by the methods of soxhlet
and maceration. The results highlight the presence of the bioactive molecules studied in the three
fractions but at variable concentrations. Polyphenols were present the most in the ethyl acetate fraction
while flavonoids and condensed tannins were the most abundant in the dichloromethane fraction. For the
acetone fraction there are hydrolysable tannins and flavonols in a high content compared to the other
two fractions. In the end for the study of biological activity the acetone fraction presented the most
important antioxidant capacity. This study showed us that saffron petals are rich in bioactive molecules

and that among the three fractions studied, the acetone fraction is the richest in antioxidant molecules.

Vi
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Introduction

Les plantes médicinales sont connues comme des ressources importantes pour la prévention et
traitement de plusieurs maladies. Des composés précieux peuvent étre recupéres et utilises comme
substances biologiguement actives ou comme ingrédients alimentaires naturels (Schieber, 2017).

L'organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé qu'environ 75% de la population mondiale
utilisait des plantes médicinales pour la prévention et le traitement de diverses maladies en raison des
faibles effets secondaires (Sumaira et Rahman, 2013).

Le safran est I'épice la plus chére au monde. Elle est obtenue a partir d'une trés petite partie de la fleur
crocus sativus L (le stigmate) (Hemmati et Rahimi,1994).

Le safran n'est pas connu pour pousser a I'état sauvage, ¢a culture a toujours besoin d'une main
d'ceuvre importante a cause de son faible niveau de mécanisation (Makhlouf et al., 2011).

Il est trés apprécié en tant qu'épice culinaire pour ses propriétés aromatisants et colorantes depuis
I’ Antiquité, et fait 'objet de recherches scientifiques en cours pour ses propriétés médicinales potentielles
(Makhlouf et al., 2011).

A cause des difficultés a le cultiver, en plus des bienfaits sur la santé, le safran a mérité son
appellation or rouge et qui reste 1’épice le plus chére au monde. Cependant, une énorme quantité de
produits a base de safran avec peu ou pas de valeur commerciale, est gaspillée lors de la transformation
des stigmates. Ainsi, plus de 160000 fleurs de Crocus sativus, sont nécessaires (environ 350 kg de pétales,
1500 kg de feuilles sont générés) pour obtenir seulement 1 kg d'épice safran. (Jadouali et al., 2018).

Les pétales de safran sont les principaux sous-produits de la transformation du safran, mais ne sont
pas utilisés et sont jetés. Le safran, contient plusieurs composés tels que des agents minéraux, des
anthocyanes, des flavonoides, des glycosides, des alcaloides et du kaempférol (Kafi et al., 2001). Comme
les pétales de safran sont moins chers et produits en grande quantité par rapport aux stigmates du safran,
ils peuvent donc étre considérés comme une source appropriée a différentes fins (Hosseini et al., 2018 ;
Kafi et al., 2001).

Toutes ces données nous ont conduit a étudier les constituants des pétales de cette plante qui est

cultivée dans notre région de la wilaya de Tlemcen et de voir aussi, quel est le solvant le plus approprié
pour tel ou tel composé bioactif de la partie étudiée du safran. Et c’est ce qui nous a amenés a faire cette
étude qui est divisée en deux parties :

- La premiére partie (chapitrel) est consacrée a une synthése bibliographique, ou on a recherché les
origines de cette plante, régions principales de sa production, métabolisme secondaire, 1’étude botanique

de la plante.

-le deuxieme partie (chapitre2) et consacre a la partie expérimentale ou on a fait des dosages en
polyphénols, Flavonoides, Tanins hydrolysables, Tanins condensés, Flavanols et la Capacité
antioxydante sur les fractions de safran par dichlorométhane, L’acétate d’éthyle et 1’acétone.

-la troisieme partie (chapitre 3) représente les résultats et la conclusion de notre travaille.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1658077X17304204?via%3Dihub#bb0125
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1. Historique :

Le crocus est I'une des épices les plus anciennes, remontant a I'’Antiquité. La culture du
safran a traversé de nombreuses cultures et civilisations. L’Iranien, représente 90% du total
mondial en termes de production annuelle de safran (Sanchez-Vioque et al., 2012). D ‘autres
civilisations telles que, la Chine, I'Inde, I'Egypte ancienne: (3100 avant JC - 476 apres JC) Ou le
safran a été importé de Créte et I'une de ses utilisations importantes en médecine est le
traitement des troubles oculaires menstruations et systéeme urinaire (Mousavi et Bathaie,
2011).

On le retrouve dans plusieurs écrits Comme Homeére, Salomon, Pline ou Virgile, ils
mentionnent cette fleur dans leur histoire, qui sera plus tard considérée comme divine. Le dessin
la plus ancienne date de 1600 a 1700 av (Ibtissam Mzabri et al., 2019).

Crocus est le nom scientifique donné par Linnaeus en 1754, plus connu sous le nom de
safran. Les termes Safran et Crocus ont subi une évolution différente : le mot Crocus est la
transcription latine du mot grec « crocus », dont on trouve qu'il a des racines assyriennes ou
hindoues. Le mot "crocos" en grec signifie fil, fil et cheveux, et faisait a I'origine référence a
une plante. Le terme sativus, quant a lui, signifie "cultiver" car Crocus, par sa multiplication
végétative, ne peut se reproduire sans la main humaine. Le mot safran vient du mot latin
safranum, lui-méme inspiré de I'arabe : zafran, qui signifie jaune, 1l est intéressant de noter qu'il
existe une origine commune dans la désignation du mot safran dans différentes langues (Mzabri
et al., 2021).

Dénominations internationales

* Francais : safran / Anglais : safran / Italien : zafferano / Portugais : acafrdo / Arabe : o e 3

2. Description de la plante :

Le safran a longtemps été considéré comme sacré en raison de ses utilisations médicinales,
aromatiques (parfum), artistiques (teinture) et culinaires (Dar et al., 2017). Cette grande valeur
existe depuis I'Antiquité jusqu'a aujourd'hui en raison de la production de grandes quantités de
fleurs, est la récolte d’une de petites quantités de safran (stigmate).

Le safran appartient & la famille des Iridacées. C’est une plante herbacée vivace (Figure,
1A, B, C et D)
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Compose de trois filaments de couleur rouge intense dont la longueur dépasse celle des tépales,

qui sont la partie de la plante intéressante pour I'hnomme du point de vue de la culture (Mzabri
et al., 2019).

Figure 1: Morphologie de la plante de safran : (A) plante de safran ; (B) types de racines de
safran ; (C) feuilles de safran ; (D) fleur de safran.

Figure 2: La plante de safran (Ordoudi et Tsimidou, 2007).
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3. Classification :

La famille des Iridacées compte 1800 espéeces (comme les iris, les tulipes, les crocus,

etc.). Seules 85 espéces ont été autorisées a appartenir au genre safran, I'un des plus étonnants

la crocus sativus L a florence automnale (Dupont, 2007). La systematique de safran est

représentée dans cette (Figure 3).

Classe :
Monocotvlédone

Espece :
Crocus

Ordre :
Liliales

Division :
spermatoph

Sous classe
: Liliidae

Famille :
Iridaceae

Figure 3 : Systématique de safran (Davis, 1984 ; Judd et al., 2002).

4. Distribution géographique :

Une bonne récolte productive de safran est faite par une main-d'ceuvre énorme et des

efforts intenses, car le safran est cultivé en quantités variables dans différents pays du monde.

Les superficies attribuées a la culture du safran dans le monde (tableau 1).

Tableau 1: La repartition de Production du safran dans le monde (Gresta et al., 2008 ; Jan et

al., 2014).
Pays Superficie (ha) Production (Kg)
Iran 47 000 160 000
India - 8,000-10,000
Greece 860 4,000-6,000
Azerbaijan 675 -
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Morocco 500 1000
Spain 200 300-500
Italy 35 120
France 1 4
Turkey - 10
Switzerland - 04

» La culture du Safran en Algérie :

Le safran a été introduit au sol algérien depuis la période coloniale avec des essais de culture qui
ont été tentés, par Sergent, administrateur de Milah, par M. Ch. Riviére ancien directeur du Jardin du
Hamma, enfin par M. Trabut, chef du service botanique d'Algérie (Chevalier, 1926). C’est essai en
été fait paracerque la culture du safran en France a échoué a cause de la qualité du sols et météo, apres
le succés des essais en Algérie M. Trabut, chef du service botanique d'Algérie a recommandé la
culture familiale (Chevalier, 1926). Chaque famille indigéne (I’appellation des algériennes donner
par I’occupant frangais) pourrait en cultiver 10 ares rapportant 200 Fr. avant la guerre, soit 3 000 a 4
000 Fr (Chevalier, 1926).

Depuis quelques années, 25 wilayas développent leur production de safran, dont Tlemcen,
Constantine, Tiaret ; et Khenchela (Gadiri, 2011) Ain Defla (zobeidi et benkhalifa, 2014).

Bien qu'il soit difficile d'estimer la production totale de safran, elle est en constante
augmentation d'environ 15 hectares (loukil, 2018) plantés en 2017-2018. La production
annuelle de I'Algérie est d'environ 10 & 15 kg voire 20 kg de safran pur en 2018. (Tozanli,
2018)

Figure 4: Les aires principales de la culture de safran en Algérie. (Azizi, 2018)

5. Composition chimique :

% Du safran: Selon certaines études, le safran contient quatre principaux composés

biologiquement actifs :
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> Lacrocine (C44H64024) est un caroténoide rare dans la nature, facilement soluble
dans I'eau. En comparaison avec autres caroténoides, la crocine a une application
plus large comme colorant dans les aliments (couleur jaune-orange) et les

médicaments, principalement en raison de sa haute solubilité (Moghaddasi, 2010).

> Safranal (C10H140), compose volatil responsable de I'ardme (il représente 70% de
la fraction volatile) (Ait Oubahou, 2009). Peu ou pas présente dans les stigmates
frais, sa concentration dépend de la condition de séchage et de conservation du
safran (Shadmehri et al., 2019). (Figure 4)

e 2,6,6-trimithyl-1,3-cyclohexanadiene-1-carboxaldéhyde avec une masse
molaire 0.0093 g/mol C, Température d'ébullition 343.15 K (70 °C) a 1 bar,
Masse volumique 0.9734 g/mol (Palomares, 2015).

Crocin

H.C\ CH,Q

H Safranal
CH,

Figure 5: Structures chimiques de crocine et safranal (kumar et al., 2008 ; Gutheil al.,
2012).

Quant aux agents non volatils, ils ont été remplis de crocétine (shadmehri et al.,
2019).et de picrocrocine (C16H2607) est le principal facteur influencgant le godt amer du safran

(Moghaddasi, 2010) comme le montre dans la (figure 5)
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Figure 6: Structures chimiques de picrocrocine (Palomares, 2015).

< Pétales : les principales compositions des pétales de safran :

graisse brute (5,3%) et

protéines (10,2 %). Il contenait également des cendres (7,00 %) et fibres brutes (8,8 %)

(Erdogan et al., 2004 ; Akinhanmi et al., 2008). Et quelques autres composés representes

dans le tableau 2 :

Tableau 2: les principales compositions du safran (Zhao, 1998 ; Sorenson, 2002 ; Yanik et

al., 2004).
Parameétre Pétales de safran (%)
Glucide : glucose, fructose, gentibose, xylose et (12 a 15%).
ramones
Eau (92 14%)
Cellulose (4 a 7%)
Polypeptides (11313 %)
Vitamines B2 ou riboflavine (56,4 a 138 pg/g) et B1 ou

thiamine (4,0 2 0,9 ng/g).

Divers, non azotés

(40%)

Acides gras

Acides palmitique, stéarique, oléique, et

linoléique.

Caroténoides

a, 3, et y-crocétine, crocine (10%), picrocrocine
(4%), o et B-caroténe, lycopéne, phytoene et

zéaxanthine

Matiéres minérales

(1a1.5%) (Na: 25,75, K :542,13, Ca : 486,25,
Cu :0,87, Fe :17,99, Mg : 2,93,
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Zn :1,80 et P :209,90) mg/100 g.

flavonoles Kaempférol 12%

6. Les usages du safran :

6.1.Utilisation traditionnelle du safran :

Plusieurs pigments a base de safran ont été retrouvés dans des peintures préhistoriques, il a été
utilisé pour représenter des monstres dans I'art rupestre vieux de 50 000 ans, qui se trouvait dans le nord-
ouest de I'Empire perse (Humphries, 1998 ; Willard, 2002).

IIs ont collecté leurs trésors a partir de fleurs sauvages, croyant que seule I'intervention divine
permet les propriétés médicinales du safran. (Willard, 2002). Les anciens fideles perses utilisaient le
safran comme offrande a leurs dieux, comme paillettes, colorant jaune, comme parfum (le safran était
un colorant royal et était utilisé comme parfum dans les salons, les cours, les théatres et les
salles de bains. Plus tard, son utilisation s'est répandparmi les gens ordinaires (Giaccio, 2004 ;
Abrishami, 1987), et comme médicament. Ainsi, les stigmates du safran vont se répandre sur la
famille et se mélanger au thé chaud comme remeéde contre la dépression. 1l a également été utilisé comme
nettoyant pour le corps aprés un travail acharné et la transpiration sous le soleil brdlant
(Golmohammadzadeh et al., 2010 ; Tabrizi et al., 2003).

Les Egyptiens et les Hébreux, Grecs et aux Romains, l'utilisérent dans divers usages : dans les
arts culinaires, la parfumerie (Vickackaite et al., 2004). La teinture dans la pharmacopée, et dans
certaines religions. Rituel. Il en était de méme en Inde ou il est encore utilisé aujourd'hui (Cardon,
2003).

La solubilité extrémement élevée de la crocine dans I'eau est un grand avantage pour l'industrie
agro-alimentaire. Le safran est de couleur plus foncée que d'autres aliments naturels tels que le béta-
caroténe et le paprika, il a une excellente stabilité a la chaleur et a la lumiere. (Tsimidou et Tsatsaroni,
1993).

6 .2. Propriétés thérapeutiques :

Diverses études pharmacologiques ont été décrites : le safran et ses constituants (Crocin,
crocetine et safranal) présentent des propriétés bénéfiques différentes parmi les bénéfices du
safran en mentionne :

Anti dépression :

Les résultats cliniques suggérent que le safran est un antidépresseur sar et efficace
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(Murray et Lopez, 1997 ; Khazdair et al., 2018).

e Anti-Alzheimer :

Plusieurs études ont porté sur 1’effet négatif du stress oxydatif sur notre cerveau, puisque
c'est I'organe le plus exposeé a I'oxydation, en raison de sa teneur élevée en phospholipides des
membranes neuronales et au lien existant avec le développement de pathologies
neurodégénératives, comme la maladie d'Alzheimer, dont le traitement au safran peut prévenir
l'agrégation et le dépot du peptide amyloide B dans le cerveau humain et peuvent donc étre

utiles dans la maladie d'Alzheimer (Bathaie et al., 2013)

o Effets anti nociceptifs et anti-inflammatoires :
Des extraits de stigmate et de pétales de safran ont montré des effets antinociceptifs et anti
inflammatoires aigus et/ou chroniques dans des tests de douleur induits chimiquement
(Eghdami et al., 2013 ; Tamaddonfard et al., 2019).

e Antioxydant :

Le safran est en effet, I'un des meilleurs antioxydants naturels pour lutter contre le vieillissement
cellulaire. (Rahimi, 2015). La crocine et la crocétine protegent les cellules et les tissus des
effets néfastes des radicaux libres et les espéces réactives de I'oxygene (ROS). La crocine est le
principe actif le plus étudié en ce qui concerne la propriétés antioxydantes du safran. Cependant,
il n'agit pas seul, mais grace a un travail en synergie avec d'autres composants tels que le les

flavonoides (Hosseinzadeh et al., 2009).

7. Polyphénols :
7.1.Définition :

Les polyphénols sont des micro-constituants de 1’alimentation. Ils sont contenus dans
les végétaux et une consommation riche en fruits et Iégumes en apporte plusieurs centaines de
milligrammes par jour (Bennetau-Pelissero, 2014).

Ils sont des métabolites secondaires largement répandus dans les plantes, présents en
différente concentration dans toutes leur partie, leur r6le principal est de protéger les plantes
contre les insectes, les rayons ultraviolets et les microbes les infections et pour attirer les
pollinisateurs (Del Rio et al., 2013).

10
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Les polyphénols sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements phénoliques et
possedent d’autres fonctions (alcoolique, carboxylique...), c’est-a-dire un noyau aromatique

sur lequel sont présents un ou plusieurs groupements hydroxyles (—OH) (Macheix et al., 2005

; Augustin et Gary., 2000).

7.2.Classification :
La (Figure 8)représente les principales classes des polyphénols :

Polyphenols

g ) v ]
Phenolic acids Flavonoids Non-flavonoids
= 1 ‘o '
Stilbenes Lignans Others

Hydroxybenzoic acid Hydroxycinnamic acid
Eg. Diarytheptanoids

2, 4
,5- \ H,CO OH O OH
g O .
on L, S S QU g
HO HO /| COOH HO S x O
h g P
Qcoon | OCH, HO OH
OH e OCH, OCH,

HO H,CO™= H
H Ol
Gallic acid Ferulic acid Resveratrol Secoisolariciresinol Curcumin
' T I i 1 T —— S |
Flavonol Flavone Flavanol Flavanone Isoflavone Anthocyanidin
OH OH
A _OH ﬁrOH ;\(OH . OH Glu OH
HO S8 HO o) HO o \‘K/\on HO._~_0 @ HO, 0, HO g AR}
' |Gt )
OH . OH 7 O oH
OH O OH O OH OH O Q OH OH
Quercetin Apigenin Catechin Naringenin Puerarin Cyanidin

Classification of polyphenols

Figure 7: classification des polyphénols (LABBANI, 2021).

e Les flavonoides :

5 4
Figure 8: structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).

Les flavonoides sont des dérivés phénylpropanoides solubles dans 1’eau, représentent

11
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une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le regne végétal. Avec plus de
4000 composés différents identifiés (Munawar et al., 2016).
Parmi ces classes on a six les plus répondu, ces classes comprennent les flavanones, les
flavanols, les flavonols, les isofalvons, les flavons et les anthocyanidines (Augustin et Gary,
2000).

Les flavonoides sont des substances pigmentaires hydrosolubles végétales responsables
de la couleur variée des fleurs, des fruits et parfois des feuilles, Ils interviennent dans la
pigmentation des fleurs et dans les processus de défense contre les rayonnements UV, les

herbivores et les attaques microbiennes (Crozier, 2003 ; Munawar et al., 2016).

HO O~
(]

H O :
Flavones (apigénine) Flavonols: (quercétine)
H OH
? X oH
o, AOCH: >
HOL O ,L_\ ,Ii B ‘ 0 ] ‘
T T - k!
'] | ] k()u
J)H o o o
Flavanones (hesperetine) Hydroxyflavanones - pihydr OH

(dihydroquercétine) Flavan-3-ols (épicatéchine)

Figure 8 : structure de base des flavonoides (LABBANI, 2021).

Parmi les principaux flavonoides on a :

» Les flavanols :

Ce sont des composés ayant la propriété de faire précipiter les protéines. lls sont
impliqués dans la défense contre les pathogénes et phytophages. Ces propriétés font qu’on
assimile parfois aux tanins ces molécules de faible poids moléculaire. (LABBANI 2021).

Ces flavonoides ne se retrouvent pas sous forme glycosylée dans l'alimentation humaine,
quelles que soient les autres classes de flavonoides. (Munawar et al., 2016).

Les flavanones et les flavononols, sont les flavonoides responsables de la saveur amére de
certains pamplemousses, des citrons, des oranges : la naringine (naringénol lié a du glucose et
du rhamnose). (Alais et Linden., 1997).

12
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e Les non flavonoides :

> Les acides phénoliques :

Ces substances organiques sont les formes les plus simples des composés phénoliques,
Ce sont des dérivés hydroxylés de I’acide benzoique (C6-C1) : ou de I’acide cinnamique (C6-
C3) (Macheix et al., 2005).
Acides phénols dérivés de ’acide benzoique : acides hydroxybenzoiques (C6-C1) : tres
présent dans le régne végétal soit sous forme libre ou sous forme combinée a I’état d’ester ou
d’hétéroside. Les plus répandus sont 1’acide salicylique et 1’acide gallique. IIs sont fréquents
sous formes d'esters méthyliques ou glycosylés chez les gymnospermes et les angiospermes. Ils
sont libérés apres hydrolyse alcaline de certaine molécule en particulier la lignine et certains
tanins (Macheix et al., 2005 ; Pandey et Rizvi, 2009).

> Tanins :

Le terme tanin dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la transformant en
cuir par le dit composé. Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire.
Les tanins sont des molécules fortement hydroxylées et peuvent former des complexes
insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives,
réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et aux hombreux
éléments minéraux (Francois, 2010). On distingue : les tanins hydrolysables et condenses.
(Jarrige et al., 1995).

» Tanins hydrolysables :

Ces tanins sont des dimeres d'acide gallique condensés sur des dérivés glycosylés y
compris l'acide gallique et ses dimeres, produits de condensation d'acides
hexahydroxydiphénique (Olatunji, 2000 ; Maiga et al., 2005 ; Brandao et al.,1992). Comme
leur nom l'indique, ces tanins sont Hydrolyse acido-basique facile, hydrolyse sous l'action
d'enzymes eau chaude (Conrad et al., 1998).

» Tanins condensés :

Appelés aussi pro anthocyanidines ou procyanidines, Les tanins condensés sont des

polyphénols avec une masse molaire élevée. lIs résultent de la polymérisation auto-oxydative

13
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ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi pro-anthocyanidines de type B.
Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une
liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les pro anthocyanidines sont dits de types A
(Wollgast et Anklam, 2000).

7. 3. Intérét biologique :

» Pour la plante :

Les composés phénoliques peuvent étre impliqués dans certains aspects de la
physiologie des plantes (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires...),
dans leur interaction avec leur environnement biologique et physique (relations avec les
bactéries, les champignons, résistance aux UV); soit directement dans la nature, soit lors d'une
conservation ultérieure Récolter des cultures spécifiques ; des normes de qualité (couleur,
astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) (Fleuriet et al., 2005).

Les composés phénoliques contribuent également a la croissance et au développement
des plantes a travers une variété d'effets. Par exemple, impliqués dans le métabolisme et le
transport de l'auxine et de I'éthylene, les flavonoides provoquent la formation de grains de
pollen chez les pétunias (Sun et al., 2002).

Ces composeés interviennent également dans les interactions entre les plantes
supérieures via des processus d’allélopathie (moyen de défense qu'une plante exerce contre une
autre, par la production d'une molécule chimique. La molécule, libérée dans le sol, dans I'air ou
dans l'eau, peut notamment tuer la plante concurrente « réceptrice », en empéchant sa
germination ou ralentir sa croissance). lls sont responsables de la coloration des fleurs (Sun et
al, 2002 ; Hussain, 2009).

Enfin les flavonoides comme les dérivées hydroxy cinnamiques jouent un réle important
dans la résistance des plantes aux stress environnementaux. Lors de blessures ou d’attaques de
pathogenes fongiques et bacteriens, la synthese de composes phénoliques est stimulée ou
induite. Ces molécules, des phytoalexines, peuvent alors jouer un réle de défense (Hussain,
2009).

> Pour Lhomme :

Bien qu'ils représentent les composeés bioactifs les plus répandus dans I'alimentation humaine,

14
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les composés phénoliques sont intensément étudiés pour leurs avantages potentiels pour la santé
humain. En fait, parmi d'innombrables composés antioxydants, les polyphénols alimentaires
ont recu une attention croissante, car leur consommation a été associée a des indications
prometteuses contre de nombreuse maladie (Poti et al., 2019 ; Joseph et al., 2009 ; Fleuriet
et al., 2005).

Des études ont montré que les polyphénols proteégent contre les accidents cardiovasculaires et
les maladies coronariennes. Ces composés naturels dotés d'activité antioxydante intéressante
ont une relation importante avec la prévention des maladies inflammatoires et le traitement du
cancer. Leurs efficacités varient en fonction de leurs natures, leurs concentrations, leurs vitesses
d'absorption dans I'intestin gréle et de leurs dégradations par la flore intestinale (Macheix et al,
2005).

Le r6le des composés phenoligues est largement montré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs
propriétés antioxydantes (Fleuriet et al., 2005). Les flavonoides favorisent la relaxation
vasculaire et empéchent I'agglutinement des plaquettes sanguines. Par consequent, ils réduisent
la coagulation du sang et le rendent plus fluide. Ils limitent I'oxydation des lipides sanguins et
contribuent a la lutte contre les plaques d'athérome. lls sont aussi anxiolytiques et protéges nos
artéres contre I'athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les arteres) (Francois, 2010).

8. Les solvants:

8.1.Dichlorométhane : (Formule chimique).

(T:I

C
Ccl1” =TH
H

Figure 9 : formule chimique de dichlorométhane (Verschoren, 1983 ; Inrs 2021).

Dichloromethane (DCM), également appelé chlorure de méthylene, (CH2CI2) [numéro de
registre CAS 75-09-2] C'est un liquide tres volatil et ininflammable a température ambiante.
C’est un liquide clair et incolore avec une odeur légérement sucrée. Le dichlorométhane a une

masse moléculaire de 84,93 g/mol, et une densité de 1,326 g/ml a une température de 20°C

15



CHAPITRE | SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

(Verschoren, 1983 ; Garcia-Sanchez et al., 1989), il a une grande solubilité dans I'eau, elle
varie de 13 200 a 20 000 mg/l & une température de 20 °C (Anthony, 1979 ; Verschoren,
1983). Des points d'ébullition se sont également manifestés de 39,75 a 40,1 °C (Hawley, 1971)
mais miscible avec la plupart des solvants organiques. En outre, le dichlorométhane dissout de
nombreux produits tels que graisses, huiles, résines, etc (BRIGNON et al., 2015 ; Seidel, 2007
; Florence, 2004).

8.2.Acétone : (Formule chimique), (Figure 10).

C
HiC” ™ CH

Figure 10: structure chimique du I’acétone (Ch-A Wurtz et Dict,1869-1878).

L’acétone (C3 H 60) est un liquide transparent, inflammable, d'odeur caractéristique (plutét
fruitée) (Ch-A Wurtz et Dict,1869-1878). La température de fusion est de -95,4 °C et celle
d'ébulition de 56,53 °C Masse molaire :58,08, Masse molaire :58,08. Il a une densité relative de
0.819 (a 0 °C) (Kirk-othmer, 2004 ; Bretherick,1999). C'est un compose trés soluble dans
I'eau (c'est une molécule polaire a chaine carbonée courte), I'éthanol, I'éther, etc. L'acétone est
le dériveé le plus simple de la série des cétones aliphatiques et la présence de la double liaison
carbone-oxygene lui confeére l'essentiel de sa réactivité. L’acétone forme un hydrazone avec la
phénylhydrazine et une oxime avec I'nydroxylamine. Une réduction par amalgame de sodium
la convertit en alcool isopropylique ; une oxydation par I'acide chromique donne de I'oxyde de
carbone, et de I'acide acétique (Agenda,1930). Elle réagit avec I’ammoniaque pour former du
di- et tri-acétone amines. Elle s'unit aussi directement avec le cyanure d'hydrogene pour former
le nitrile d’acide a-Ox isobutyrique. (Remler, 1923).

8.3.L’acétate d’éthyle : (Formule chimique), (Figure 11).
CHs

<,
o=
CHg
Figure 9: structure chimique de 1’acétate d’éthyle
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L'acétate d'éthyle (éthanoate d'éthyle systématique; couramment abrégé en EtOAc, ETAC ou
EA) est le composeé organique de formule CH3 - COO - CH2-CH3 simplifiée en C4H802. Ce
liquide incolore a une odeur sucrée caractéristique (semblable aux gouttes de poire). Masse
molaire : 88,11 g/mol, Point de fusion : — 83 Oc, Solubilité : Eau, Masse molaire : 88,11 g/mol, Densité de
vapeur (air=1) : 3,04

L'acetate d'éthyle est I'ester de I'éthanol et de I'acide acétique, il est largement fabriqué pour étre
utilis€ comme solvant (permet d’obtenir un extrait riche en composés moyennement polaires)
(DIBY 2017).

L'acétate d'éthyle s'hydrolyse pour donner de l'acide acétique et de I'éthanol. Les bases
accelerent I'nydrolyse, qui est soumise a I'équilibre de Fischer. En laboratoire, et habituellement
a des fins d'illustration uniquement, les esters éthyliques sont généralement hydrolysés dans un
procédé en deux étapes commencant par une quantité stoechiométrique d'une base forte, telle
que I'hydroxyde de sodium. Cette réaction produit de I'éthanol et de I'acétate de sodium, qui ne
réagit pas avec I'éthanol (Daudt, 1973; Ribéreau-Gayon , 1964).
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1. Protocole expérimentale :

Notre étude expérimentale a été menée a l'intérieur de laboratoire **n°05 biochimie™ du
département de biologie. Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre
et de I'Univers, Université de Tlemcen.

Ce travail a été réalisé en deux parties :
1.1.Préparation de trois fraction (dichlorométhanique, cétonique et d’acétate d’éthyle) a
partir des pétales frais du safran.
1.2.Dosage des polyphénols, flavonoides, flavanols, tanins hydrolysable, tanins condensés
dans les fractions des pétales préparé et en fin on a fait une Evaluation de I'activité

antioxydante des fractions obtenues.

2. Matériel végétal :

Au cours de cette étude le matériel végétal utilisé sont des pétales de la plante crocus
sativus frais (Figure 7) qui ont été récoltées en mois de Novembre 2021 dans la région de Ain
Fezza Daira de Tlemcen wilaya de Tlemcen. Les pétales on était subi aux étapes expérimentales

plus rapidement possible pour éviter leur sechage.

Figure 10: pétales du safran frais (Photo prise au laboratoire).

3. Préparation des fractions :

Pour préparer les fractions de crocus frais on doit passer par une extraction des huiles fix par
délipidation par soxhlet (Extraction par solvant) ensuite I’extraction des fractions se fait par

la macération :
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3.1. Extraction des huiles fixe par Soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu’a I’épuisement complet du soluté dans
la matiére premiére (Penchev, 2010). Un extracteur Soxhlet est une piece de verrerie qui permet
de faire 1’extraction par solvant continue d’une espéce chimique contenue dans une poudre solide

Cet appareil porte le nom de son inventeur : Franz VVon Soxhlet (TEDJINI, 2006).

o Principe de Soxhlet :

Le principe est le méme que pour toute extraction, mais ici se pose le probléme de la diffusion
du solvant dans la phase solide, qui peut étre trés lente. Il faut réaliser un trés grand nombre
d’extractions successives pour obtenir une séparation satisfaisante. Le solvant est porté a
ébullition, puis condenseé avec le condenseur a boules, dans le réservoir a siphon contenant le solide
a extraire dans une cartouche de papier épais. Le contact entre le solvant et le produit & extraire
dure pendant I’accumulation de solvant dans le réservoir, puis quand le solvant atteint un certain
niveau, il amorce le siphon et retourne dans le ballon en entrainant la substance dissoute. Ce cycle
peut étre répété plusieurs fois, selon la facilit¢ avec laquelle le produit diffuse dans le
solvant (Benseghier et Khamed, 2014).

refrigerant

tabe de
aistillatinn
corps de
I'extracteur
=iphon
cartouche

ballomn

skt

" exctraction
clhanffe
hallomn

Figure 11: Schéma de I’extracteur Soxhlet.

Dans notre cas on a essai de remplir le maximum deux cartouches avec matériel végétal (pétales

frais), et on a couvrir les deux cartouches avec du coton.
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Ensuite on a mis chaque cartouche au soxhlet dans le réservoir a siphon, On a ajouté 250ml

d’hexane pour chaque ballon.

La température de chauffe ballon a été regle entre 50 et 40 °C

On laisse le cycle d’extraction se répéte plusieurs fois jusqu’au I’hexane qui fait le cycle devient
incolore :

L’extraction a duré pendant 3 heure

Le tableau suivant présente la masse des cartouches avant et apres une extraction des huiles fix.

Tableau 3: Tableau des poids des pétales au cours de la dilipidation.

Cartouchel Cartouche2 Total(g)

Mass pétales 43,37 42 ,32 85,69
fraiche (Q)

Figure 12: cartouche rempli avec les pétales des pétales frais durant une délipidation

(Photo prise au laboratoire).

Figure 13: Une extraction soxhlet des pétales de crocus dans le

solvant (hexane) (Photo prise au laboratoire).

Apres la dilapidation les ballons sont passée par le rotavapor pour évaporation de
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I’hexane et apres on les met dans 1’étuve (évaporation a sec) pour assurer la disparition

d’hexane.
» Enfinen Récupere les huiles fix et on les met dans un petit flacon et les stockons

au réfrigérateur pour d’autres utilisation.

Figure 14: Photographie du Rota vapeur utilisé (Photo prise au laboratoire).

» Les cartouches sont récupérés et placés dans 1’étuve a température entre 35 a
40°C pendant 16 heures pour I’évaporation totale de I’hexane.
» Aprés les 16h les pétales sont récupéré de 1’étuve et nous les étalons sur une

surface en aluminium pour évaporer totalement 1’hexane.

Figure 15: pétales frais aprés séchage dans 1’étuve.
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Matériel végétal

v

Pétales du Safran frais

Hexane

*

b
Dilapidation Par méthode soxhlet

= =
Evaporation de solvant(hexane)

l

Evaporation & sec

v
recuperation des huiles

Figure 16: Schéma qui résume 1’extraction des huiles fixe

> Les pétales fraiches délipidé sont pesees afin de determiner leur rendement selon la

formule suivante :

= (=) « 100

R (%) : Le rendement.
Mext : la masse des extraits apres évaporation du solvant en g.

Méch : la masse séche de 1’échantillon végétal (safran) en g.

3.2.Macération :

e Principe :
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C’est une technique d’extraction solide-liquide La matiére végeétale est exposée a un solvant a

température ambiante ou & haute température pendant une période de temps prédéterminée avec
ou sans agitation. Cela dépend de la solubilité du composé bioactif dans le solvant d'extraction et
est déterminé par de nombreux facteurs tels que la qualité du matériel végétal, la concentration de
soluté dans I'échantillon, le type de solvant et le temps d'extraction (Spigno et al 2007 ; Budic-
Letoc, 2005). Cette méthode d'extraction est la plus simple et Moins cher peut étre utilisé pour
éliminer des groupes de molécules sensibles et se fait & température ambiante. Ceci est idéal pour
maintenir I'identité des molécules bioactives qui sont vulnérables aux changements de température.
De plus, la matrice peut étre extraite plusieurs fois a l'aide d'un solvant hautement polaire pour
produire un mélange d'intérét riche en molécules (AL-Bandak et Oreopoulou, 2007). Cette
méthode est particulierement adaptée a I'étude des composés non volatils (polyphénols, sucres) qui
utilisent de grandes quantités de solvant. L’inconvénient de macération c’est qu’elle peut prendre
beaucoup du temps et ¢ca peut provoquer une fermentation ou bien une contamination bactérienne

surtout si le solvant utiliser est I’eau (Macleod et Troconis, 1982 ; Nicolas, 2012).

e Dans notre étude on a récupéré les fractions dichlorométhanique, acétate d’éthylique et

acetonique par macération successive des pétales fraiche du safran.

3.3.Préparation de la fraction dichlorométhane :
» Apres ’extraction des huiles fix et le séchage compléte des pétales du safran on les met
dans un erlenmeyer.
» On ajoute 200 ml de solvant dichlorométhane.
e Remarque:
Il faut que les pétales soient submergés dans le solvant, alors si 200ml n’est pas suffisante pour

submerger les pétales on ajoute encore plus de solvant.
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Figure 17: pétales du safran frais + solvant dichlorométhane

» Apres une macération pendant 72h a une température ambiante on filtre avec du papier
joseph ensuite on procede a une deuxieme filtration avec du papier whatman a une porosité

de 08um (Figure 10).

Figure 18: filtration des fractions par papier whatman (Photo prise au laboratoire).

» La fraction récupérée est placée dans un ballon. Ce dernier est fixé au rotavapor

» Le solvant est récupéré par évaporation et condensation a une température de 40° a 45 °C.
(Figure 11).

» Apres évaporation la fraction est pesée puis récupérée par le DMSO en déterminant la
concentration est récupéré par la suite dans des tubes a essai ou a hémolyse (bien
envelopper avec de papier aluminium) qui vont étre conservés au réfrigérateur a une
température de 5°c jusqu’a utilisation.

» Le marc (pétales filtré) sont récupéré dans une boite de Pétri. Cette derniére est mise dans
I’étuve a une température de 30°c pendant 4 a 5h jusqu’a séchage complet pour éliminer le

dichlorométhane.
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3.4.Préparation des fractions d’acétate d'éthyle et acétone :

» Pour les fractions d’acétate d'éthyle et 1’acétone la macération a température base ce
déroule a partir du résides (pétales) récupéré a la fin d’extraction de fraction
dichlorométhanique (séché a sec dans I’étuve a 30°c pendant 4 a 5h), et on suit les mémes
étapes comme la fraction dichlorométhanique.

» Et achaque fois on détermine le rendement avec la méme formule.
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— 3
filtration : -
. = Fraction acétonique

Figure 19: schéma qui présente les étapes de la préparation des fractions
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3. Les dosages phytochimique

3.1. Dosage de phénols totaux :
Principe : Le dosage des phénols totaux est déterminé par le réactif de Folin-Ciocalteu selon la
méthode de (Singleton et Rossi, 1965). Le réactif est réduit lors de I’oxydation de phénol, en un
mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdeéne, I’absorption est mesurée a 1’aide d’un

spectrophotomeétre a 765nm.

Mode opératoire : Une prise de 200 uL de I’extrait dilué a été introduite dans des tubes & essais,
puis 1000 pL du réactif du Foliln-Ciocalteu dilué 10 fois et 800 pL de carbonate de sodium
(Na2CO0s) a 7.5% sont additionnés.

Les tubes sont agités et conservés durant 30 min a I’abri de la lumiére et a une température
ambiante.
L’absorbance est mesurée a765nm contre le blanc a I’aide d’un spectrophotometre SPECORTD

200 Plus. Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant ’acide gallique comme contrdle positif

afin d’exprimer les teneurs en milligramme (mg) équivalents d’acide gallique par gramme de la

matiere seche (mg EAG /g MS).

3.2. Dosage de flavonoides :
Principe : Le dosage des flavonoides est déterminé en utilisant la technique de (Zhishen et al,
1999).

Mode opératoire : Une quantité de 500 uL de I’extrait dilué est mélangée avec 1500 puL d’eau
distillée, suivi par 150uL de nitrite de sodium (NaNO2) a 5%. Aprés 5 min ,150uL de trichlorure
d’aluminium (AICI3) a 10 % est ajouté au mélange. Aprés 6 min d’incubation a la température
ambiante, 500uL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% est additionné. Immédiatement, le
mélange est complétement agité afin d’homogénéiser le contenu. L’absorbance est déterminée a
510 nm contre le blanc a I’aide d’un spectrophotométre SPECTROD 200 Plus. Une courbe
d’¢talonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine comme contrdle positif.

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par

gramme de la matiere seche (mg EC/g MS).

e Avant de faire les dosages des flavonoides de différentes fraction nous avant prépare une
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gamme d’étalonnage avec la catéchine.

Les résultats obtenus exprimés en pg/ml, Concentration de flavonoides

(équivalent de catéchine/mg d’extrait) déterminée a partir de la courbe étalon.

3.3.Dosage des tanins hydrolysables :

Principe : Le taux des tanins hydrolysables est déterminé par la méthode de Mole et Waterman
(1987) qui est basée sur la réaction avec le chlorure ferrique.

Mode opératoire : Un volume de 1 ml de I’extrait est mélangé avec 3.5 ml de la solution de FeCI3
(1.62 g est dissous dans 0.01M de HCI). Le mélange donne une coloration rouge violette au
complexe d’ou la formation des ions (Fe+3). L’absorbance a été lue a 660 nm aprés15 secondes.
Les résultats sont exprimés en milligramme équivalents d’acide gallique par g de la maticre séche
a partir de la courbe d’étalonnage (mg EAG/ g MS).

¢ Avant de faire les dosages des tanins hydrolysables de différentes fraction nous avant prépare

une gamme d’étalonnage avec I’acide gallique.

4.5.Dosage des tanins condensés :
Principe : La quantité des tanins condensés est déterminée par la méthode de vanilline en milieu
acide (Julkunen-titto, 1985). Cette méthode est basée sur la capacité de vanilline en présence

d’HCI a réagir avec les tanins, I’absorbance est mesurée a 550 nm.

Mode opératoire : Un volume de 50 pL de I’extrait dilué est ajouté a 1500 pL de la solution
vanilline/méthanol (4%) puis mélangé a ’aide d’un vortex. Ensuite, 750 pL de I’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la température
ambiante pendant 20 min a I’abri de la lumiére. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre le blanc
a I’aide d’un spectrophotométre SPECORD 200 Plus. Une courbe d’étalonnage est réalisée en
parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme contréle positif.
Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) equivalents de la catéchine par gramme de la
matiére séche (mg EC/g MS).

¢ Avant de faire les dosages des tanins condensés de différentes fraction nous avant prépare

une gamme d’étalonnage avec la catéchine.
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4.6. Dosage des flavonols (apreés flavonoides):

Principe : Le dosage des flavonols a été réalisé par la méthode de Kumaran et al. (2007).

Mode opératoire : Une prise de 0.25 ml de I’extraits brut est mélangé avec 1.5 ml d’acétate
de sodium a
50 mg/ml et 0.25 ml de AICI3 a 2 mg/ml. Le mélange est homogénéisé et incubé a température
ambiante durant 150 min. L absorbance est lue a 440 nm.
Le contenu en flavanols est exprimé en milligramme (mg) équivalents de quercétine par gramme
du poids de la matiére séche (mg QE/ g MS).
e Avant de faire les dosages des flavanols de différentes fraction nous avant prépare une

gamme d’étalonnage avec la quercétine.

5. Etude d’activité biologique :
5.1. Capacité antioxydant totale (CAT) :
Principe : La CAT de I’extrait brut des fruits immatures de P. atlantica a été examiné par la

méthode de phosphomolybdéne de Prieto et al., (1999).

Mode opératoire : Un volume de 300 ul de I’extrait dilué a été ajouté a 3 ml de solution de réactif
(acide sulfurique 0.6M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d’ammonium 4 mM). Les tubes
ont ¢été¢ fermés et incubés a 95 °C pendant 90 min. Apres refroidissement, 1’absorbance des
solutions a été mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 3 ml de la solution CAT et 0.3 ml du
I’eau distillée et il a été incubé dans les mémes conditions que 1’échantillon.

e Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires

en utilisant

L’acide ascorbique comme contrdle positif. Les valeurs de la CAT sont exprimées en milligramme

équivalents d’acide ascorbique par gramme de matiere seche (mg EAA/g MS).

5.2.Etude statistique :

data were tested by one-way ANOVA and tukey post hoctests. Values with different superscript
letters (a,b,c,d) are significantly different at P>0.05, P<0.001.
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1. Rendements des fractions :
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Figure 20: Histogramme qui montre les Pourcentages des rendements des petales de safran aprés la
macération dans différents solvants.

Interprétation :

» Lerendement:
Apreés extraction et récupération des extraits, leur rendement a été déterminé par rapport a 85,69 g de
matiere végétale exprimé en pourcentage, L’histogramme de la figure 16 résume les rendements des trois

fractions récupérées.
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Selon les resultats en remarque que la fraction cétonique présente le rendement le plus fort ( 3,0618 %)
suivez par la fraction d’acétate d'éthyle (0,901476 %) cependant le rendement le plus faible et celui de la
fraction Dichlorométhanique (0,47 %). Ce résultat signifie que les composés phénoliques sont mieux extraits
avec l'acétone par rapport a I’acétate d'éthyle et dichlorométhane.

1.1.Dosage des polyphénols totaux dans les différentes fractions préparées :
Les teneurs en polyphénols dans les fractions étudiées ont été déterminées par une courbe d’étalonnage
exprimées en est élaborée par une solution standard de ’acide gallique avec une formule de la régression

linéaire y = 4.5485x et coefficient de corrélation R2 = 0.99009.

acide gallique

0,8
0,6

y =4,5485x
0,4 R?=0,9956

absorbance

0,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2
Concentrations (mg/g)

Figure 21: Courbe d’étalonnage (polyphenols).

Tableau 4 : Teneurs en polyphénols dans les trois fractions.

Fraction Polyphenols (mg/g)
dichlorométhanique 11,05+0,78
acetate d’ d’éthyle 48,97+3,19
acétonique 7,34+0,10
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Figure 22 : Histogramme qui montre les teneurs en polyphénols dans les trois fractions
obtenues par dichlorométhane, acétate d’éthyle et 1’acétone.

Selon les résultats obtenus nous avons constaté que les fractions dichlorométhanique, cétonique et d’acétate
d’éthyle contiennent des composés phénoliques, flavonoides, flavanolset tanins hydrolysable/condensés mais
a des concentrations variables :

Selon les resultats obtenus d’apres le test ANOV A nous avons constaté que la fraction acétonique est diminué
d’une maniéré hautement significatif par rapport aux fractions d’acétate d’éthyle. Alors qu’elle est non
significative par rapport au fraction dichlorométhanique, cependant la fraction d’acétate d’éthyle est

augmentée d’une manier hautement significatif par rapport au fraction dichlorométhanique.

1.2.Dosage des flavonoides dans les fractions préparées :
Les teneurs en flavonoides des fractions étudiées ont été déterminées par une courbe d’étalonnage
exprimées est élaborée par une solution standard de catéchine avec une formule de la régression linéaire y =
1.1248x et coefficient de corrélation Rz = 0.9984.
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Figure 23: Courbe d’étalonnage (flavonoides).

Tableau 5: Teneurs en flavonoides totaux dans les trois extraits bruts de safran.

Fraction Flavonoids(mg/g)
dichlorométhanique 75,17 £ 2,14
acetate d'éthyle 23,74 +£4,11
acétonique 58,43 £ 0,55

Les tenures en flavonoides des fractions préparé sont présenté dans 1’histogramme suivant :

80 a,b
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b,a

60

Teneur en flavonoides (mg/g)

la fraction la fraction acétate d' la fraction acétonique
dichlorométhanique d'éthyle

M Flavonoides

Figure 24: Histogramme qui montre la teneur en flavonoides totaux dans les trois fractions
obtenues par dichlorométhanique, acétate, d’éthyle et cétonique.

data were tested by one-way ANOVA and tukey post hoctests. Values with different superscript letters
(a,b,c,d) are significantly different.
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Selon nos résultats et le test ANOVA la fraction acétonique est augmenté d’une manicre trés significative
par rapport aux fractions d’acétate d’éthyle, alors qu’elle non significative (aucune différence) par rapport au
fraction dichlorométhanique, et en fin la fraction d’acétate d’éthyle est diminuée d’une manier hautement

significatif par rapport au fraction dichlorométhane.

1.3.Dosage des tanins hydrolysables dans les fractions préparees :
Les teneurs en tanins hydrolysables dans les fractions du pétale du safran de I’espece étudiées ont été

déterminées par une courbe d’étalonnage réaliser par une solution standard de 1’acide gallique avec une

formule de la régression linéaire y = 0.3375x et coefficient de corrélation R2 = 0.9925.
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Figure 25 : Courbe étalon de tanins hydrolysables.

Tableau 6 : Teneurs en tanins hydrolysables dans les trois extraits bruts de safran.

Fraction Tannins hydrolysable(mg/g)
dichlorométhanique 190,09 + 23,37
acetate d’éthyle 87,34 £ 0,703
acétonique 476,12 £ 4,13

L’histogramme suivant présente le taux des tenures des différente fraction en tanins hydrolysable :
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Figure 26: Histogramme qui montre les teneurs en tanins hydrolysables dans les trois extraits obtenus par
dichlorométhanique, acétate d'éthyle et cétonique.

data were tested by one-way ANOVA and tukey post hoctests. Values with different superscript letters
(a,b,c,d) are significantly different.

Selon les résultats obtenus nous avons constaté que toutes les fractions préparées contiennent des
composés tanins hydrolysables mais a des concentrations trés variables.
A partir du test ANOVA en constate que la fraction acétonique est augmenté d’une maniere hautement
significative par rapport aux fractions d’acétate d’éthyle, en méme temps elle est aussi augmentée d’une
maniére hautement significative par rapport au fraction dichlorométhanique. Cependant la fraction d’acétate

d’¢éthyle est augmentée d’une maniere hautement significative

1.4.Dosage des tanins condensés dans les fractions préparées :
Les teneurs en tannins condensés dans les fractions étudiées ont été déterminées par une courbe, Cette
dernier est établie en utilisant la catéchine comme référence, La formule de la régression linéaire pour cette
courbe est y = 0.0889x + 0.0135 et coefficient de corrélation R2 = 0.9983.

37



CHAPITRE Il RESULTATS

catéchine

0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

y = 0,0889x + 0,0135
R?=0,9983

absorbonce

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentrations (mg/g)

Figure 27: Courbe étalon de Tanins condenses.

Tableau 7: Teneurs en tannins condensés dans les trois extraits bruts de safran.

Fraction Tannins condenses(mg/g)
dichlorométhanique 40,16 + 2,10
acétate d'éthyle 8,68 + 0,50
acétonique 8,62 + 0,27

Les moyennes des tenures en tanins condensés sont représentées dans I’histogramme ci décu :

45 a
40
= 35
&
£ 30
@ 25
2
o 20
2
S 15 b, c c, b
2 10
c
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@ 0
2 la fraction la fraction acétate d' la fraction acétonique
E dichlorométhanique d'éthyle

H tanins condensés

Figure 28: Histogramme qui montre les teneurs en tanins condensés dans les trois extraits obtenus par
dichlorométhanique, acétate d’éthyle, acétoniquen.

data were tested by one-way ANOVA and tukey post hoctests. Values with different superscript letters
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(a,b,c,d) are significantly different.

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que toutes les fractions préparées contiennent des

composés du tannins condensés mais comme les autres composes phénoliques la concentration varie entre les

fractions.

Selon les résultats obtenus a partir du test ANOVA on constate que la fraction acétonique est non significatif
par rapport aux fractions d’acétate d’éthyle (aucune différence), alors qu’elle est diminuée d’une maniére

significatif par rapport au fraction dichlorométhanique. Et pour la fraction d’acétate d’éthyle elle est diminué

RESULTATS

d’une maniére significatif par rapport au fraction dichlorométhanique

1.5.Dosage des flavonols dans les fractions préparées :

La courbe d’étalonnage du flavonol est élaborée par une solution standard a base du quercétine a des

concentrations différentes. La formule de la régression linéaire de cette courbe est de y = 1.8696x + 0.0351

et coefficient de corrélation R2 = 0,9786.

absorbnce
o
w

05 quercétiney=18696x+0,0351

R?=0,9786

0 0,05 0,1

concentrations (mg/g)

0,15 0,2 0,25 0,3

Figure 29 : Courbe étalon de flavonols.

Tableau 8: Teneurs en flavonols dans les trois extraits bruts de safran.

Fraction Flavonols(mg/g)
dichlorométhanique 12,35+ 0,65
acétate d' d'éthyle 27,40 £ 0,69
acétonique 63,13 +£2,81
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Figure 30: Histogramme qui montre les teneur en flavonols dans les trois extraits obtenus par
dichlorométhanique , acétate d'éthyle, acétonique.

data were tested by one-way ANOVA and tukey post hoctests. Values with different superscript letters
(a,b,c,d) are significantly different.

Selon les résultats obtenus et par rapport au test ANOVA en constate que la fraction acétonique est
augmenté d’une manicre significative par rapport aux fractions d’acétate d’éthyle, alors quelle est augmenté
d’une manicre significative par rapport au fraction dichlorométhanique. En fin on a la fraction d’acétate

d’éthyle qui est augmenté d’une maniere hautement significative.

3.1. Capacité antioxydant totale (CAT) :

Taux de capacité antioxydante totale dans les extraits bruts de safran :
Les teneurs en capacité antioxydante totale dans les fractions brutes de safran des espéces étudiées ont
¢été déterminées par un courbe d’étalonnage exprimées en est €laborée par une solution standard de quercétine

avec une formule de la régression linéaire y = 2.8554x et coefficient de corrélation Rz = 0.9956.
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Figure 31: Courbe étalon de capacité antioxydante totale.

Tableau 9: Teneurs en capacité antioxydante totale dans les trois extraits bruts de safran.

Fraction Capacité antioxydante
totale(mg/q)
dichlorométhanique 5,07 £0,22
acétate d' d*éthyle 6,17 + 0,05
acétonique 28,92 £ 0,61
35
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Figure 32: Histogramme qui montre les teneur en capacité antioxydante totale dans les trois extraits obtenus
par dichlorométhanique , acétate d'éthyle, acétonique.

data were tested by one-way ANOVA and tukey post hoctests. Values with different superscript letters

(a,b,c,d) are significantly different.
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Selon les résultats obtenus on remarque que les trois fractions possédent une capacité antioxydante mais ca
varie d’une fraction a une autre.

Selon les résultats du test ANOVA on constate que la fraction acétonique augmente d’une manicre
hautement significative par rapport aux fractions d’acétate d’éthyle, alors quelle est augmenté d’une maniére
significative par rapport au fraction dichlorométhanique. En suite on a la fraction d’acétate d’éthyle qui

augmente dune maniére significatif par rapport au fraction dichlorométhanique.

Résultats généraux des teneurs :
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tanins hydrolysable/condensés (ug /ml),

I'extrait fraction d'acétate d' fraction acétonique
dichlorométhanique d'éthyle

Teneur en polyphénols, flavonoides et flavanols
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B Polyphénols  ® Flavonoides Flavanols Tanins hydrolysables H Tanins condensés
Figure 33: Histogramme qui montre les teneurs en polyphénols, flavonoides, flavonols et tanins

hydrolysables/condensés dans les fractions dichlorométhanique, 1’acétate d’éthyle et 1’acétone
du safran.
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Les polyphénols suscitent un intérét croissant de la part des consommateurs et des fabricants de produits
alimentaires pour plusieurs raisons car plusieurs études épidémiologiques ont suggéré des associations entre
La consommation d'aliments ou de boissons riches en polyphénols et la prévention de plusieurs maladies

(Augustin et Gary 2000).
lls sont des métabolites secondaires largement répandus de plantes, présents en différente concentration dans
toutes leur partie (Beta et al., 2005).

L’objectif de notre travail est de faire porter une étude phytochimique des fractions dichlorométhanique, acétate
d’¢éthyle et acétonique des pétales du safran en déterminant leur teneur en polyphénols, flavanols, flavonoides, tanins
Hydrolysable/condensés ainsi que 1’évaluation de leur CAT et en fin de déterminé quelle solvant et le meilleur
extracteur de telle molécule étudier.

Nous avons réalisé des dosages quantitatifs des polyphénols, flavanols, flavonoides, tanins hydrolysable/condensés.
Avant de faire les dosages on a préparé les fractions avec la méthode de la macération a froide (solide
liquide).

Apres on a calculé le rendement de chaque fraction, ou on a observé que la fraction cétonique a donné le
rendement le plus fort, (3,06%) ca signifie que les composés phénoliques sont mieux extraits avec I'acétone

par rapport a I’acétate d'éthyle et dichlorométhane. Contrairement aux fractions d’acétate d’éthyle qui a

donné un trés faible rendement de (0,90%) par rapport a celle de kumar, et al (2011), (6,28%), cela

remonte au fait que le safran utiliser dans leur étude est récolté a partir de la région de pampore (kashmir)
qui est connus pour ¢a haute qualité d’espece du safran, du sol et méme la météo qui est la plus favorable
pour le safran.

Selon les résultats de dosage nous constatons que les pétales du safran sont tres riches en composés
phénoliques mais leur extraction dépend sur le solvant utilisée car apres le teste ANOVA nous a montré que
la fraction dichloromethanique est la plus favorable pour I’extraction des flavonoides avec une teneur de
(75,17 mg/g), cette teneur et inferieur a celle de (lahmass et al, 2017) ( 166 mg/g) et ¢a revient au qualité d’espéce est
des méthodes d’extraction et 1’état de séchage des pétales, contrairement a la fraction d’acétate d’éthyle qui a la teneur
la plus faible (23,74 mg/g). La faible teneur de la fraction d’acétate d’éthyle en flavonoides est compatible avec
d’autres études (kumar, et al 2011).

De méme la fraction d’acétate d’éthyle est la plus favorable pour I’extraction des polyphénols avec une teneur de
(48,97 mg/g). Ce qui est logique pare ce que ’acétate d’éthyle est un solvant de polarité moyenne alors que 1’acétone
est le dichlorométhane sont apolaire, Ce résultat est un peu supérieur a celle du lahmass et al, 2017 (42mg/qg) ce
résultat peut avoir une relation soit avec la méthode d’extraction ou bien la différence d’état de séchage des pétales.
Cependant I’extrait dichloromethanique extraite moins de polyphénols (11,05 mg/g). Alors que la fraction cétonique
présente I’extraction la plus faible des polyphénols (7,34 mg/g).

Ensuite on a la fraction acétonique qui est la plus favorable pour I’extraction des flavonols des pétales du safran avec une
teneur de 63,13 (mg/g). Ce résultat est compatible avec ce que Jadouali, S.M., et al (2018) et Serrano-Diaz et al.

(2012) son trouvé qu’elle varie entre (12,17 et 60.64 (mg/g)) malgré la différence du solvant utiliser.
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Intéressement les tanins hydrolysables sont les composée les plus abandant parmi les composée phénolique qu’on a
étudier car dans les trois fractions préparées on a une teneur importante, mais 1’extrait qui est le plus favorable et qui a la
tenure la plus importante en tanins hydrolysable est la fraction cétonique avec une tenure de (476,12 mg/g) par rapports
aux autres fractions. Cependant les tanins condensés sont extraits les plus avec la fraction dichloromethanique (40,16
mg/g)

De plus les extraits des pétales de Crocus Sativus L sont également évalués pour leur activité antioxydante, D’apreés la
figure 31 nous avons constaté que les trois fractions ont CAT, Ce résultat est logique car d’apres les dosages fait les
pétales sont riche en molécules phénolique qui sont des antioxydants majeurs, cependant la fraction cétonique a la
meilleure (CAT) (28,92 mg/g). Ce résultat revient au fait que la fraction cétonique est trés riche en molécule
phénolique et surtout les tanins hydrolysables. qui possédent une forte activité antioxydante, ce sont de trés bons

piégeurs des radicaux libres et inhibent la formation du radical superoxyde (Bediaga, 2011).
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Au terme de cette étude, compte tenu des résultats obtenus et face aux objectifs que nous sommes fixée, il est
nécessaire de cité des points.

Les polyphénols sont des molécules qui ont d’importantes propriétés anti-oxydants.
Les sous-produits agro-industriels plus spécifiquement les pétales du safran sont de bonnes sources de composés
phénoliques.

L’¢tude phytochimique que nous avons réalisés a partir des pétales de crocus sativus L récolté de la région de
Tlemcen ont révélé la richesse des sous-produits (pétales) de cette plante en molécules bio active (polyphénols
flavonols, flavonoides, tanins hydrolysable/condensés) avec des concentrations variables parfois trés importante
comme les tanins hydrolysables qui sont les plus abondante parmi toutes les molécules bioactives étudier. Ce qui

suggéré de I’exploité pour des usages divers notamment dans pharmacologie ou en fabrication des encres.

Les pétales frais, du safran peuvent étre considérés comme une source de composés bioactifs aux propriétés
nutraceutiques, ayant une capacité antioxydante souvent similaire ou supérieure a celle de certains légumes et fruits.
Car notre étude sur la capacité antioxydante a montré que les pétales du safran cultivé dans la région de Tlemcen ont
une fort capacité antioxydante contre les radicaux libres qui peut assurer une protection des organes (foie, reins,
poumon et ceeur) de certains dommages causés par les radicaux libres
Le pétale de safran est moins cher et produit en grande quantité par rapport a la stigmatisation du safran, il peut donc

étre considéré comme une source appropriée a différentes fins

Concernant les solvants d’extraction leur teneur a été variable d’une molécule phénolique a une autre. Cette
différence revienne a la solubilité des composés extraite avec les solvants, de la composition chimique des solvant et
molécules phénolique (concept de la polarité). Les polyphénols étaient présents le plus dans la fraction d’acétate
d’¢éthyle (meilleur extracteur parmi les trois solvants) alors que les flavonoide et les tanins condensés ont été les plus
abondante dans la fraction dichlorométhanique. Pour la fraction acétonique en trouve les tanins hydrolysables et les
flavonols en teneur importante par rapport aux deux autres fractions. En fin pour 1’étude d’activité biologique la
fraction acétonique a présenté la capacité antioxydante la plus importante. Cette étude nous a montré que les pétales du
safran sont Rich en molécules bio active et que parmi les trois fractions étudier la fraction acétonique est la plus riche
en molécule antioxydante

Dans I’ensemble, les pétales du safran sont riches on molécule bioactive bénéfique a la santé du Lhomme qui

doivent étre exploité et non négliger.
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Résume

Le pétale de safran est moins cher et produit en grande quantité par rapport aux stigmates du safran, il peut donc étre considéré

comme une source appropriée a différentes fins. Pour cela, et dans I'objectif de valoriser ces bio résidus on s’intéresse a réalisé ce
travaille.
Dans cette étude, les différents composés bioactifs (les polyphénols, flavonols, flavonoides, tanins hydrolysable et tanins condensés)
et la capacité antioxydante des fractions dichlorométhanique, acétate d’éthyle et acétonique des pétales de safran ont été étudies.
Apres délipidation nous avons réalisé un fractionnement par des solvants de polarité croissante. Les résultats mettent en évidence la
présence des molécules bioactives étudier dans les trois fractions mais a des concentrations variables. Les polyphénols étaient
présents le plus dans la fraction d’acétate d’éthyle alors que les flavonoide et les tanins condensés ont été les plus abondante dans la
fraction dichlorométhanique. Pour la fraction acétonique en trouve les tanins hydrolysables et les flavonols en teneur importante par
rapport aux deux autres fractions. En fin pour I’étude d’activité antioxydante la fraction acétonique a présenté la capacité
antioxydante la plus importante. Cette étude nous a montré que les pétales du safran sont riches en molécules bioactives et que parmi
les trois fractions étudier la fraction acétonique est la plus riche en molécule antioxydante.

Mots clé : Safran, pétales, capacité antioxydante, dosage des molécules bioactive, polyphénols, extraction, macération,
soxhlét.

Abstract

Saffron petal is cheaper and produced in large quantities compared to saffron stigmas, so it can be considered as a suitable source
for different purposes. For this, and with the aim of valuing these bio residues, we are interested in carrying out this study.

In this study, the different bioactive compounds (polyphenols, flavonols, flavonoids, hydrolyzable tannins and condensed tannins)
and the antioxidant capacity of the dichloromethane, ethyl acetate and acetone fractions of saffron petals were studied. The
fractions were prepared by the methods of soxhlet and maceration. The results highlight the presence of the bioactive molecules
studied in the three fractions but at variable concentrations. Polyphenols were present the most in the ethyl acetate fraction while
flavonoids and condensed tannins were the most abundant in the dichloromethane fraction. For the acetone fraction there are
hydrolysable tannins and flavonols in a high content compared to the other two fractions. In the end for the study of biological
activity the acetone fraction presented the most important antioxidant capacity. This study showed us that saffron petals are rich in

bioactive molecules and that among the three fractions studied, the acetone fraction is the richest in antioxidant molecules.
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