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Résumé:

L'utilisation d'une plante en toute sécurité nécessite une connaissance non seulement de ses effets
bénéfiques, mais aussi des complications graves qu’ils peuvent engendrer son utilisation non
contrdlée. La tige est I'une des sous-produits du safran les moins étudiés alors qu’elle est riche en
composés phénoliques. Le rendement d'extraction de la tige fraiche pour trois techniques montre
44% ED et 42% E+M par macération, 48,2% ED et 46% E+M par infusion, 22% ED et 24% E+M
par décoction. Et pour la tige seche 8% ED et 24% E+M par macération, 34% ED et 36% E+M
par infusion, 8% ED et 10% E+M par décoction. La teneur en polyphénols de la tige fraiche
sont:60,53ug/EAG mg MS par macération ED et 59,47 ug/EAG mg MS par maceration E+M,
52,57 ng/EAG mg MS par infusion ED et 54,32 ug/EAG mg MS par infusion E+M, 46,57
ug/EAG mg MS par décoction ED et 36,68 ug/EAG mg MS par décoction E+M. Et pour la teneur
de la tige seche est 24,49 ng/EAG mg MS par infusion ED et 10.88 ng/EAG mg MS par infusion
E+M. la teneur en flavonoides de la tige fraiche 76,32 EC/mg MS par macération ED et 74,93
EC/mg MS par macération E+M, 24,17 EC/mg MS par infusion ED et 42,35 EC/mg MS par
infusion E+M, 84,99 EC/mg MS par décoction ED et 46.72 EC/mg MS par décoction E+M. Et
pour les teneurs de la tige seche est 76,98 EC/mg MS par infusion ED et 37,93 EC/mg MS par
infusion E+M. Le test CAT confirme la capacité antioxydante des molécules bioactives de la tige
de safran. En conclusion, nos résultats démontrent la richesse des extraits de la tige en molécules
bioactives et confirment que les méthodes d’extraction jouent un role trés important dans 1’étude
des polyphénols. De plus, les polyphénols de la tige peuvent étre utilisés dans le domaine de
I’agroalimentaire, I’alimentation des animaux, la parapharmacie et dans plusieurs autres domaines
importants.

Mots clés : petale de safran, extraction ,polyphénols, capacité antioxydante.



Abstract:

The use of a plant in full safety requires a knowledge not only of its beneficial effects, but
also of the serious complications which they can generate its uncontrolled use. The stalk is
one of the least studied by-products of saffron although it is rich in phenolic compounds. The
yield of extraction of the fresh stem for three techniques shows 44% ED and 42% E+M by
maceration, 48,2% ED and 46% E+M by infusion, 22% ED and 24% E+M by decoction. And
for the dry stem 8% ED and 24% E+M by maceration, 34% ED and 36% E+M by infusion,
8% ED and 10% E+M by decoction. The polyphenol content of fresh stem are:60.53ug/EAG
mg MS by ED maceration and 59.47 ug/EAG mg MS by E+M maceration, 52.57 ug/EAG mg
MS by ED infusion and 54.32 ng/EAG mg MS by E+M infusion, 46.57 ng/EAG mg MS by
ED decoction and 36.68 ug/EAG mg MS by E+M decoction. And for dry stem content is
24.49 pg/EAG mg MS by ED infusion and 10.88 pg/EAG mg MS by E+M infusion. The
flavonoid content of fresh stem 76.32 EC/mg MS by ED maceration and 74.93 EC/mg MS by
E+M maceration, 24.17 EC/mg MS by ED infusion and 42.35 EC/mg MS by E+M infusion,
84.99 EC/mg MS by ED decoction and 46. 72 EC/mg MS by decoction E+M. And for the
contents of the dry stem is 76,98 EC/mg MS by infusion ED and 37,93 EC/mg MS by
infusion E+M. The CAT test confirms the antioxidant capacity of the bioactive molecules of
the saffron stem. In conclusion, our results demonstrate the richness of the stem extracts in
bioactive molecules and confirm that the extraction methods play a very important role in the
study of polyphenols. Moreover, the polyphenols of the stem can be used in the field of agri-
food, animal feed, parapharmacy and in several other important fields.

Key words: saffron petal, extraction, polyphenols, antioxidant capacity.
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Introduction générale :

Depuis tres longtemps, les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne humaine, elles
ont toujours occupé une place importante en représentant une source de principe actif
inépuisable et renouvelable dans différents domaines & savoir, les domaines alimentaires,
medicinaux, pharmaceutiques(Teixeira et al., 2012)et sont aussi reconnues pour leurs
activités biologiques et leurs effets thérapeutiques, a savoir 1’activité antioxydante, anti-
cancérigéne et anti-Alzheimer (Rahimi, 2015; Bonni, 2016). Cette importance attire
I’attention des consommateurs ce qui a augmenté la demande des produits surtout
agroalimentaires au niveau du marché international. Avec I’augmentation de I’utilisation
quotidienne, la rareté et le colt élevé, la fraude est devenue un phénoméne qui prend de
I’ampleur dans le secteur industriel, et ce par la commercialisation de produits modifiés ou
avec de fausses modifications pour minimiser le prix (Bouden et Kadri, 2019).

L'Algérie est riche et connue pour ces nombreux produits agricoles, cela est da a la diversité
environnementale, climatique et écologique, qui contribue a la possibilité d'adapter de
différentes variétés de plantes dans diverses régions de pays. Cependant il y’a certains
produits marginaux qui peuvent étre une source de grande relance économique. Parmi ces
produits on cite le safran, ¢’est ’épice produite par le Crocus Sativus L, il s’agit en fait des
stigmates déshydratés d’une précieuse fleur mauve, qui sont de petits filaments d’une couleur
rouge brique. (Halil et Guebli, 2021).

Notre travail est consacré a 1’étude des tiges fraiches et séches de la plante Crocus sativus.L
récoltée de la région d’Ain Fezza Willaya de Tlemcen.

Crocus sativus.L est une plante herbacée pérenne appartenant a la famille des Iridacées
(Giorgi et al., 2015), elle se propage par voie végétative au moyen d’une corme (Gresta et
coll, 2009). Elle posséde de grandes fleurs avec un style filiforme divisé en trois stigmates
odorants. La récolte de ces fleurs et la séparation des stigmates sont toujours effectuées a la
main dans la plupart des zones. (Melnyk et al., 2010).

En plus cette plante est riche en sels minéraux, des vitamines, protéinés et d’acides aminés. Il
s’agit un antioxydant ; relaxant ; stimule la digestion ; riche en fer, en magnésium est une
source de la vitamine B6. (Palomares, 2015).

La couleur, le golit amer et I’ardbme constituent les trois traits particuliers de cette épice
(Katzer, 2001).

La composition chimique des échantillons de safran de nombreux pays indique que les valeurs
déclarées sont fortement dépendantes de la méthode d'extraction et d’analyse quantitative
(Orfanou et Tsimidou, 1996).

Aujourd'hui, [I'évaluation et [l'identification des meilleures méthodes respectueuses de
I'environnement pour obtenir de nouveaux produits a partir des sous-produits de I'industrie
alimentaire qui sont trés recommandés (Bessada, 2018).



L’objectif principal de notre étude est basé sur les méthodes d'extraction les plus efficaces qui
permettent l'identification et la quantification de certains groupes chimiques bioactifs
contenus dans les différentes préparations d'extraits des tiges de safran, aussi le dosage des
polyphénols totaux et déterminer in vitro la capacité antioxydante des tiges fraiches et séches
de la plante crocus sativus. Le but de cette étude est de valoriser les tiges de safran et
I'exploiter dans plusieurs domaines comme la nutrition, la cosmétique et la pharmacologie et
aussi de réduire la pollution de I'environnement.

Ce manuscrit est divisé en trois chapitres :

e la premiere partie présente une synthése bibliographique sur la plante de Crocus
sativus.L. et leurs tiges ainsi qu’une syntheése sur les polyphénols et la capacité
antioxydante, permettant de définir plusieurs termes abordés dans notre sujet.

e La deuxieme partie est consacrée a la description des principes et les détails pratiquent
des techniques expérimentales employées pour réaliser ce travail.

e La troisieme partie est réservée aux résultats et interprétations suivis d’une discussion
qui permet de discuter notre résultat trouvé et faire une petite comparaison avec
d'autres résultats trouvés par des autres chercheurs.

Enfin nous avons terminé notre étude par une conclusion générale qui résumera I’ensemble de
cette étude et donne un petit verre dans le sujet que nous avons travaillé dessus.

Notre travail s’insére dans un projet socio-économique portant sur la valorisation des matieres
résiduelles du safran.
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1. Généralités sur Le Safran :
1.1 Définition :

Crocus sativus L (Le Safran) est une plante qui appartient a la famille des Iridacées (Eirini et
al., 2015). Cette fleur possede trois stigmates, utilisés en cuisine comme épice ou comme
agent colorant. Le safran, qui fut pendant plusieurs décennies I'épice la plus chére au monde
[T. Hill (2004)], est originaire du Moyen-Orient [T. Hill (2004)]. Il a été cultivé pour la
premiére fois dans les provinces grecques [H. McGee (2004)].

Le safran est caractérisé par un golt amer et un parfum proche de l'iodoforme ou du foin,
causeé par la picrocrocine et le safranal [H. McGee, op. cit. p. 423], [G. Katzer (2001)].
L'impact économique du safran est important en raison de son prix élevé, car il présente une
forte valeur ajoutée. Outre son importance économique se situe également dans le domaine

agronomique, environnemental et social (Mzabri et al., 2019).

1 fleur
2 stigmate
3 bulbe

&

Figure 02 : Plant de Crocus sativus L (Lopez et Al., 2019).
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1.2 Description de la plante :

Crocus sativus (Fig.3) est une plante triploide et géophyte stérile et pérenne (Esmaeili et al.,
2010), il se reproduit par multiplication veégétative grace a son corme, organe de réserve
ressemblant & un bulbe. Son corme en fait une plante pérenne, vivace puisqu’il lui permet
d’emmagasiner des réserves tout au long de I’hiver. Contrairement aux autres espeéces du
genre crocus, C.sativus posséde comme caractéristique une végétation inversée ; en effet, la
floraison a lieu en octobre et novembre alors que la période de dormance se fait durant les
mois estivaux (Teusher et al., 2005 in Claire Palomares, 2005).

e Le bulbe (corme).

e Feuilles.

e Fleur.

jeune
feuille

Ccorme
PLANTE ENTIERE d’une spathe

Figure 3 : Aspect général de Crocus Sativus (Claire Palomares, 2005)
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1.3 Lacomposition phytochimique du Safran :

La composition du safran est tres complexe : il contient plus de 150 composés volatils et
aromatiques. Le safran posséde également plusieurs composés non-volatils, les principaux
étant les caroténoides. Ces composés ont été identifiés par HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography) (Guellil et al., 2017). La lyophilisation peut étre appliquée au safran, car
aucune perte en composés volatils majeurs n’a été constatée. La détermination de la
composition chimique du safran est délicate, car elle suppose une identification botanique
correcte, des stigmates non adultérés et sans déchets floraux. Des données moyennes de

I’analyse chimique du safran sont indiquées ci-dessous (Guellil K et al., 2017) :

Tableau 1 : les compositions photochimiques du safran.

Composant Masse (%)
Glucides 12,0-15,0
Eau 9,0-14,0
Polypeptides 11,0-13,0
Cellulose 4,0-7,0
Lipides 3,0-8,0
Minéraux 1,0-1,5
Composants non azotés 40

Huiles essentielles 0,3-2,0

Acides gras : acides palmitiques, stéariques, oléiques, et linoléiques ; caroténoides : a, B, et y-
crocetine, crocine (10%) -picrocrocine (4%), o et P-carotene;lycopéne, phytoene et
zéaxanthine. Huiles essentielles (0,3 a 2,0%) : ou domine le safranal (60%). (Guellil K et al.,
2017).

1.4 Activités biologiques du Safran :

Depuis I’ Antiquité, des vertus thérapeutiques ont été attribuées au safran : antispasmodique,
eupeptique, sédatif nerveux et gingival, carminatif, diaphorétique, stomachique,
emménagogue et stimulant, (Sampathu et al., 1984). Trop onéreuse, cette épice a été
remplacée par des produits de synthése. En homéopathie, le safran est toujours prescrit pour
soigner les troubles circulatoires, les dysménorrhées ou régles douloureuses chez lafemme.

6
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Des etudes récentes ont montré que le safran aurait un intérét pharmacologique dans plusieurs
domaines : cancérologie, maladie neuro dégénérative et rétinopathie (Abdullaev, 2001). Le
cancer étant la deuxiéme cause de mortalité dans le monde, l’activité de constituants
alimentaires a été évaluée. L’acide ascorbique, I’a-tocophérol, 1’a- et B-caroteneet la vitamine
A ont des activités biologiques reconnues contre cette maladie (Abdullaev et Frenkel,
1992a). De nombreuses études ont démontré que les extraits de safran ont un effet
anticarcinogene (Salomi et al., 1991), et antitumoral in vivo et in vitro (Abdullaev et
Frenkel, 1992b ; Tarantilis et al., 1992 ; Escribano et al., 1996). Dans les extraits de safran,
les caroténoides sont les constituants biologiquement actifs. Plusieurs mécanismes ont été
proposés (Abdullaev, 2001) :

e [’effet inhibiteur du safran sur la synthese d’acide nucléique.

e [’effet inhibiteur sur les réactions en chaine des radicaux libres : les caroténoides
e liposolubles agissent comme une protection active contre les radicaux libres

e la conversion métabolique naturelle des caroténoides en rétinoides

e les propriétés antioxydants du safran

La médecine traditionnelle chinoise indique que le safran était utilisé pour soigner des
troubles du systeme nerveux central. Actuellement, des chercheurs japonais (Abe et Saito,
2000), étudient I’effet d’extraits de safran et de ses constituants sur I’apprentissage et la
mémoire chez la souris. La crocine est la molécule la plus active. Le safran pourrait étre
utilisé dans le traitement de maladies neuro dégénératives accompagnées de perte de

mémoire.

Le safran a une activité sur les fonctions sanguines et rétiniennes. Les résultats de plusieurs
études montrent qu’il pourrait étre utilisé afin de soigner les troubles sanguins (Liakopoulou-
Kyriakides et Kyriakidis, 2002) et oculaires tels que la rétinopathie et la dégénérescence de
la macula, (Abdullaev, 2001).

Le safran possede donc de nombreuses activités thérapeutiques. Les chercheurs se basent
actuellement sur les vertus attribuées au safran dans I’Antiquité afin de découvrir les

molécules actives de cette épice.

Les stigmates ne représentent qu’une tres faible partie de la plante. Pourtant, la fleur, la tige et

le bulbe n’ont été que trés peu etudiés.
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2. Tiges de Safran :
La production de seulement 1 kg de safran génére une énorme quantité de résidus, tels que les

déchets de fleurs (350kg), les cormes de mauvaise qualité (plusieurs centaines), et les tiges de
crocus (1500kg) qui se desséchent progressivement sont jetées ou utilisées comme nourriture
pour les ruminants (R. Sanchez-Vioque et Al ..2012) ces matieres premiéres vegétales
contiennent également divers composés biologiquement actifs. Ainsi, elles peuvent étre
considérées comme des sous-produits utilises pour obtenir des complexes biologiquement
actifs ou des matieres premiéres additionnelles pour le développement de médicament a base
de la plante. On sait que les tiges de plante peuvent présenter des activités antioxydantes et

antibactériennes prononcées, notamment en raison de la présence de composés phénoliques.

2.1 Définition de la tige :

Les tiges sont étroites longues et fines, et d’une longueur de 50 cm et pouvant dépasser un
meétre de long. Avec une couleur vert clair a verte foncée. Chaque centime produit 6 a 15
feuilles. Elles sont produites en méme temps ou juste apres l'apparition de la fleur. (Blanco et
Voligati, 2005).

Figure 4 : Les Feuilles de Crocus Sativus (Claire Palomares, 2005)

2.2 Caractérisations :

Les composeés phénoliques des feuilles de crocus (Tableau 2) ont été étudiés par Bate-Smith,
(Bate-Smith, 1968), et Williams, (Williams et al., 1986), en vue de démontrer leur

signification en taxonomie.
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Tableau 2. Composés phénoliques identifiés dans les feuilles de crocus.

Composition Référence bibliographique
Kaempférol Williams et al., 1986
Bate-Smith, 1968

Acide caféique

Acide p-coumarique Bate-Smith, 1968
Acide ferulique

Glycoflavones

2.3 Applications :

Autrefois, les feuilles de crocus étaient utilisees en tant que fourrage pour les animaux. Les
vaches laitiéres appréciaient cette herbe et le lait était de couleur jaune plus intense (Algrech,
2001). Une etude a eté realisée (Valizadeh, 2000), sur la digestibilité de la matiere seche et
organique des feuilles de crocus par des moutons et des chevres. Il en résulte que les feuilles
sont de qualitt moyenne pour la nutrition des ruminants. Un apport alimentaire
supplémentaire est nécessaire pour une bonne utilisation. Les tiges, et notamment leur pouvoir

colorant, ont été peu étudiées et n’ont pas d’utilisation specifique de nos jours.

2.4 La composition phytochimique de la tige :

Il est connu que les feuilles des plantes peuvent présenter des activités antioxydantes et
antibactériennes prononcées, notamment en raison de la présence de composés phénoliques.
L’analyse de la littérature a montré que 1’étude de la composition chimique de tige de Crocus
sativus est tres limitée (smolskaite et al., 2011).

(Smolskaite et al 2011)ont analysé 46 échantillons de tiges de Crocus provenant
d'Azerbaidjan, d'Inde, de Nouvelle-Zélande, du Maroc, de France, de Turquie, d'lran, d'ltalie
et d'Espagne par chromatographie liquide a haute performance avec spectroscopie
ultraviolette (UV) (HPLC-UV)et chromatographie liquide avec spectrométrie de masse (LC-
MS). Plusieurs flavonoides ont été identifiés ; parmi eux, le kaempférol-8-C-gluco-6,3-O-
diglucoside et le kaempférol-8-C-gluco-6-O-glucose ont été trouvés pour la premiére fois. En
méme temps, les auteurs ont notéque les différents échantillons de feuilles de Crocus ne
différaient pas en termes de composition chimique, mais différaient de la concentration de

chaque composant.
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(Jadouali et al 2018) n'ont étudie que le contenu total en composés phénoliques et en
flavonoides dans les feuilles de Crocus. Composés phénoliques totaux et le contenu total en
flavonoides dans les feuilles et les fleurs de C. sativus du Maroc. La naringénine a été trouvée
dans les feuilles de C. sativus en utilisant la LC-MS (Baba et al 2015), Une analyse
qualitative des feuilles de C. sativus du Maroc a montré que des dérivés glycosylés de la
lutéoline  (luteolin-C-(O-caffeoyl-hexosyl)-O-hexoside) et du kaempferol glycosylé
(kaempferol3, 7-di-O-glucoside) sont les principaux polyphénols identifiés dans les feuilles
(Lahmass et al 2017).

Une quantité importante de polyphénols, dont les principaux glycosides sont le kaempférol, la
lutéoline et la quercétine, a été déterminée dans les tiges de safran (sofowora et al ...2013).
Ainsi, les données de la littérature sur la composition chimique des feuilles de C. sativus sont

trés rares et contradictoires.

3. Les molécules bioactives :

3.1 Généralité sur les polyphénols :

3.1.1 Définition :
Les polyphénols sont des produits du métabolite secondaire des plantes, présents dans tous les

vegétaux et dans tous les organes de la plante, regroupent un vaste ensemble de plus de 8 000
molécules [(Naczk et Shahidi, 2003) ; (Sun et al.,, 2011)].la structure de base des
polyphénols est un phénol(Figure5).

Bien qu’étant trés diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’au moins un cycle
benzénique portant au moins une fonction hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction
[(Bruneton, 2009) ; (Macheix et al., 2005)].

Ils sont bénéfiques pour 1'homme vis-a-vis de certaines maladies par leur action sur le
métabolisme humain et leur propriété antioxydante (Michel, 2011). lls jouent aussi un réle
majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, pour se défendre contre les
agressions environnementales (Stalikas, 2007).Allant de molécules phénoliques simples de
bas poids moléculaire tels que, les acides phénoliques a des composés hautement polymérises
comme les tannins (Akowauh et al.,2004). Ils font partie intégrante de 1’alimentation
humaine et animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002). Ces corps jouent un réle
fondamental, car ce sont des éléments importants de qualités sensorielles (couleur et
caractéres organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels que les légumes, les fruits, les

céréales ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le café, le cacao ou le thé. Que
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consomme I'nomme environ un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que de
vitamine C et 100 fois plus que de caroténoides ou vitamine E (Scalbert, et
al.,2005).L"activité antioxydante des polyphénols est reconnue et pourrait expliquer leur réle
potentiel dans la prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif, telles que le

cancer, les maladies cardiovasculaires et neuro degénératives.

OH

Figure 5 : Structure du noyau pheénol (Achat, 2013).

3.2 Classification des composés phénolique :

L’expression « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure, un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles (Skoula et al., 1996). Ce sont des dérivés hydroxylés de l'acide benzoique,
présent sous forme d'esters de glycosides (Sandhar et al., 2011). Les plus représentants sont
les flavonoides (Nathalie et al., 2006).On peut distinguer deux catégories : les composés
phénoliques simples et les composes phénoliques complexes. (Pascual-Reguera et AlL..
1997)

3.2.1 Composes phénoliques simples

3.2.1.1 Flavonoides
Les flavonoides sont le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules

ont des structures chimiques variées et des caractéristiques propres (Mahmoudi, 1982). Elles
sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux (Simgil, 1997), qui
colorent la plupart des fleurs, des fruits et des graines (Falcone Ferreyra et al.,2012). lls ont
tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une

configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane (Skoula et al.,1996).
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Figure 6: Squelette de base des flavonoides (Korkina 1997)

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les flavonols,
les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La structure de base de
ces différents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles
étant généralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent generalement sous forme de

glycosides. (Afanas’eva et al 2001)

3.2.1.2 Les acides phenoliques :
Les acides phénoliques constituent la classe majeure des composés phénoliques se trouvent

surtout dans les aliments d'origine vegétale. Ce sont les composés non-flavonoides (ne
possedent pas de squelette flavone) et ils sont une origine commune qui est l'acide aminé
aromatique, la phénylalanine. Cet acide aminé est Produit a partir du produit a partir du
produit final de la voie des shikimates : le chorismate On distingue deux sous classes des
acides phénoliques : I’acide hydroxybenzoique et de ’acide hydroxycinnamique (Thompsen
J. C., et Mottola H. A. 1984)

3.2.1.3 Alcools phénoliques :
Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique et

un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et hydroxytyrosol (3,4
dihydroxyphenylethanol) (Fig. 7) sont les principales molécules de cette classe. Ces composés
sont trés abondants dans 1’olive (fruit et feuille), libre ou associée a I’acide élénolique.

(Escandar et Sala. 1991) (Chvatalova K., Slaninova I. et al. 2008)

12
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OH OH

OH

OH OH
(a) (b)

Figure 7 : Structures de ’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b).(Sungur et al. 2008)

3.2.2 Composes phénoliques simples complexes :

3.2.2.1 Lestanins
Les tanins représentent une classe tres importante de polyphénols localisés dans les vacuoles

(Karamaé M., Pegg R.B. 2009). Historiquement, le terme « tanin » regroupe des composes
polyphénoliques par leurs propriétés de combinaison aux protéines (Manach C, et al.,
2004).Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et

tanins condenseés. (Figure8) (Hayakawa F, et al 1997)

HO OH OH

OH OH

(b)

Figure 8 : Structure chimique (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin hydrolysable.
(Moran, et al 1997)
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4. Les antioxydants :

Les métabolites secondaires, également appelés phytochimiques, sont des substances
produites par les plantes (Kumar et al., 2014), ils constituent une classe extrémement large
de substances naturelles qui interviennent de fagon déterminante dans l'adaptation des plantes
a leur environnement. Leurs applications concernent des domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires (Croteau et al., 2000). Cette classe renferme une trés grande
diversité de composés qui possedent une trés large gamme d'activités biologique (Simgil,
1997). Parmi ces composés se trouvent les antioxydants, qui sont des molécules qui diminuent
ou empéchent l'oxydation d'autres substances chimiques. L’effet des antioxydants provient de
deux mécanismes : la neutralisation des radicaux libres ce qui empéche les réactions en chaine
initialisées par ces derniers, la destruction des hydro peroxydes, diminuant ainsi la vitesse de

formation de radicaux libres (Ribeiro et al.,2001).

Les polyphénols sont parmi les metabolites qui possédent des capacités antioxydantes
importantes. Cette activité est due a leurs propriétés redox leur permettant d'adsorber et de
neutraliser les radicaux libres et de piéger les especes réactives d'oxygenes (Bathaie et
al.,2013).

4.1 Classification des antioxydants :

Les antioxydants peuvent étre classés selon le solvant du milieu en deux groupes de base :
lipophiles et hydrophiles. Un autre critere de classification des antioxydants est le site de
leur origine et la voie de leur pénétration dans I'organisme. De ce point de vue, ils peuvent
étre classés en : exogenes, pénétrant dans l'organisme depuis I'extérieur (Santrucek et
Krepelka, 1988) et qui sont principalement des dérivés des aliments et des plantes
médicinales, tels que les fruits, les légumes, les céréales, les herbes médicinales
traditionnelles (Cai et al., 2004 ; Zhang et al., 2016), et endogenes, synthétisés dans
l'organisme et transportés jusqu'au site d'action par le systeme humoral. Ainsi, les
antioxydants peuvent étre répartis dans les deux groupes de base suivants : les antioxydants

naturels et les antioxydants synthétiques (Santrucek et Krepelka, 1988).

Pour prévenir les dommages oxydatifs, les plantes posseédent un vaste systéeme de défense
antioxydant composé d'enzymes et de métabolites tels que des métabolites secondaires (les
polyphénols, les flavonoides...) et qui participent a la détoxification des ROS sous différents

stress environnementaux (Du et al., 2018 ; Nadarajah, 2020).
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Il a été suggéré que les molécules polaires présentes dans les extraits végétaux contribuent a
I’augmentation de I’activité anti radicalaire (Yang et al., 2008). Les composés phénoliques
semblent étre de bons candidats pour leurs activités anti oxydantes du fait de la présence de
nombreux groupements fonctionnels hydroxyles, pouvant réagir avec les radicaux libres
(Roudsari et al., 2009).

Il existe une relation entre la structure des polyphénols et leur capacité a piéger les radicaux
libres. Les polyphénols et plus particulierement les flavonoides sont capables de réduire
rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROQOe¢), alkoxyles (ROe¢) et hydroxyle par
transfert d’hydrogéne (Morand et Milenkovic, 2014).

L’activité antioxydante exprime la capacité¢ de réduction des radicaux libres tant décriée dans
diverses pathologies. Dans le but de pallier le systeme de défense endogene, les recherches

s’orientent dans la découverte de molécules antioxydantes.

4.2 Les méthodes de mesuré I'activité antioxydante :

Sur la base des réactions chimiques impliquees, les principaux tests de capacité antioxydante
peuvent étre grossierement divisés en deux catégories : les tests bases sur la réaction de
transfert d'atomes d'hydrogene (HAT) et les tests basés sur la réaction de transfert d'électrons
simples (ET). Les tests basés sur le transfert d'électron unique impliquent une réaction

d'oxydoréduction avec lI'oxydant (Huang et al., 2005).

Pour mieux évaluer les capacités antioxydantes des extraits de produits naturels, en particulier
ceux qui sont fréquemment consommes par les gens, différents tests d'évaluation ont été mis

au point (Xu et al., 2017). Parmi lesquels :

4.2.1 Test du piégeage du radical libre (DPPH)
Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), I'un des rares radicaux azotés organiques

stables, est utilisé pour analyser l'activité antioxydante (Zaghdoudi et al., 2016). Le DPPH
posseéde une couleur violette profonde et un maximum d‘absorption UV-Vis a 515 nm (Prior,
et al., 2005). 11 fut 'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-
activité antioxydante des composés phénoliques (Osman, 2011 ; Floegel et al., 2011). 1l
posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote(figure9) (Popovici et al.,
2009).
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AL L

1.,'4.
O,N NO,

NO,

Figure 9 : Structure chimique du radical libore DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
(Osman, 2011).

Les composés testés (antioxydants) réduisent le radical DPPH de couleur violet intense (a
température ambiante) en DPPH-H. Son passage a la forme non radicalaire apres saturation de
ses couches électroniques s’accompagne d’une disparition de la coloration violette (Hadj
Salem, 2009). Le pouvoir réducteur peut étre évalué en mesurant la diminution de son

absorbance. Au final, les résultats sont indiqués par la CI50 (Antolovich et al., 2002).

DPPH'+AH ____ , DPPH-H+A’

(violet)

Avec : AH : un antioxydant

La méthode a pour avantages d'étre relativement simple et peu couteuse (prior et al., 2005).
Cependant, elle a pour inconvénients que des antioxydants peuvent rester inertes face au
DPPH relativement stable. De plus, certaines réactions avec le DPPH sont réversibles et
peuvent mener a une sous-estimation du potentiel des produits testés, et beaucoup

d'antioxydants peuvent réagir plus lentement avec le DPPH (Huang et al., 2005).

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH est recommandé pour des
composeés contenant les groupes SH-, NH- et OH-. Le test s’effectue a température ambiante,

cela évitera toute dégradation thermique des molécules thermolabiles (Salah et al., 1995).

4.2.2 Test de pouvoir réducteur du fer (FRAP)
La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la capacité

des produits testés a réduire le fer (le passage de la forme ferrique a ferreux) (pellegrini et al.,
2003).

Toutefois, la principale limite de cette méthode réside dans le temps de réaction. En effet, le

potentiel de plusieurs molécules ne peut étre mesuré par FRAP, comme certains phénols qui
16
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réagissent plus lentement et demandent un temps de réaction plus long pour leur détection (30
minutes) (le méme inconvénient que pour la méthode ABTS) (Huang et al., 2005). De plus,
elle n'est pas capable de détecter les protéines ou les composés contenant le groupe

sulfuydryle SH, incluant les thiols, qui peuvent transférer I'hydrogene (Prior et al., 2005).

4.2.3 Test de la capacité antioxydante totale (CAT)
La méthode est basée sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) en présence dun agent

antioxydant qui favorise la formation de phosphomolybdéne vert. Elle est spécifiquement
efficace a une température compris entre 25-37 C°, parce que quelque antioxydants a
température plus faible ne sont pas détectés (Hang et Ou, 2002 ; Zheng et al., 2003). Cette
méthode est plus utilisée en raison de sa simplicité, pour mesurer la capacité antioxydante

d’antioxydants hydrophiles et lipophiles également.
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1. Matériel végétal :

Récolte et préparation des extraits :

La matiére végétale utilisée dans cette étude est la tige de Crocus Sativus, une plante locale

récoltée dans la région d’Ain Fezza, djebel Zaafran, wilaya de Tlemcen en janvier 2022.

Notre étude expérimentale a été réalisé au sein du laboratoire de recherche physiologie
physiopathologie et biochimie de la nutrition au niveau de 'université Abou Bekr Belkaid —

Tlemcen pour faire les différentes méthodes d’extraction de la tige de crocus sativus.
Les tiges sont divisées en deux parties :

Une partie des tiges ont été séchées a une température ambiante 27°C, puis moulues en

poudre fine par un moulin de laboratoire et l'autre partie ont été prises frais, puis moulues en

poudre fines.

a

figurel0 : Tiges de Safran séches et fraiches.
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Figurell: Tiges de Safran fréches et séches broyées

2. Méthodes :

2.1. Extraction solide-liquide :

L’extraction solide-liquide est I’'une des travaux les plus anciennes, nommée aussi I’extraction
par solvant. Cette extraction est largement utilisée pour la purification précoce des produits
naturels issus de matieres végeétales et des micro-organismes. Ces opérations regroupent
plusieurs méthodes différentes (macération, décoction, infusion, sonication ...) consistantes
toutes a faire interagir le solvant sur le matériau solide afin de dissoudre ses composants

solubles.

2.1. Types d’extraction :

Au cours de notre étude, I’extraction des constituants des tiges de crocus sativus fraiches et
seches ont été effectuée dans deux solvants différents (eau distillé et mélange 30ml eau et

70ml méthanol) selon trois méthodes : macération, décoction, infusion.
2.1.1. Macération :

Principe :

C’est une méthode conventionnelle qui consiste @ mettre la matiére végétale dans de 1’eau

froide (macération aqueuse) ou I’huile végétale (macération huileuse), a température ambiante
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ou élevée pendant plusieurs heures, ou bien plusieurs jours, pour permettre aux constituants
actifs de bien diffuser. Elle est utilisée pour ’extraction de Plantes contenant du mucilage,
comme les graines de lin, car leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer une
gélatinisation dans I’eau bouillante. Egalement préférable pour empécher ’extraction de
constituants indésirables qui se dissolvent dans 1’eau chaude. Elle concerne les plantes dont
les substances actives risquent de disparaitre ou de se dégrader sous I’effet de la chaleur par

ébullition.

Mode opératoire :

Dans un bécher versez 5¢g de tige fraiche de safran dans 100ml d'eau distillé, le mélange est
laissé & température ambiante sans agitation pendant 6h.

Nous avons refait le méme mode opératoire, en utilisant eau-méthanol (30-70) comme solvant
pendant 24h.

Une fois le temps spécifié écoulé pour les deux types de solvants, on a filtré et récupéré le
filtrat.

Figurel?2 : I'extraction par macération.

2.2.2. Infusion :

Principe :

C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de I’eau bouillante sur
les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin d’extraire leurs principes
médicinaux. Elle convient pour I’extraction de parties délicates ou finement hachées des
plantes : feuilles, fleurs, graines, écorces et racines, ayant des constituants volatiles ou

thermolabiles comme les huiles essentielles. (Kraft, 2004)
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Mode opératoire :

Versez 100 ml de 1’cau distillée bouillante sur 5g de tige fraiche, agitez le mélange jusqu’a
refroidissement et filtrez ce mélange sur du papier filtre.

Nous avons refait le méme mode opératoire en utilisant 70ml méthanol et 30ml eau distillée
comme solvant.
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Figurel3 : I'extraction par infusion.
2.2.3. Décoction :

Principe :

Elle consiste a faire bouilli les plantes fraiches et/ou séches dans de 1’eau pendant 10 a 30min,
pour bien extraire ces principes médicinaux et principes actifs non thermolabiles, cette
technique est essentiellement utilisée pour ’extraction de matiére végétale dur : les racines,

bois, écorces, ou des plantes avec des constituants peu solubles. Elle est cependant tres rapide
et indispensable.
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Mode opératoire :

Dans un ballon surmonté¢ d’un réfrigérant, placé sur une plaque chauffante agitatrice

Mélangez 5g de tige fraiche avec 100ml de I’eau distillée, agitez et chauffez jusqu’a ébullition
pendant 1 heure.

Laissez le mélange quelque minute jusqu’a refroidissement et filtrez sur du papier filtre.

Refaire le meme mode opératoire en utilisant 70ml méthanol et 30ml eau distillée comme
solvant.

..

!._'.i_” ’

Les mémes modes opératoires sont utilisés pour la tige seche avec les mémes solvants.

Les filtrats obtenus pour chague extraction ont été soumis a une évaporation a l'aide d'une
étuve a 37°C, pour faire les dosages suivants.
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Figurel5 : Extraits de tiges de safrans aprés évaporation.

3. Calcul du rendement des extraits :

Le rendement de I'extraction est exprimé en pourcentage, et correspond au rendement moyen

spécifique d'une substance est calculé par la formule suivante : (Falleh, 2008)
R(%) = (M1/ MO0) *100

R(%) : rendement en pourcentage.
M1 : masse en gramme du résidu sec obtenu aprés évaporation du solvant d'extraction.
M2 : masse en gramme de la matiére végétale initiale.
On calcule le poids de I'extrait sec par la différence entre le poids du boite de pétri vide et le
poids du boite de pétri apres évaporation.

4. Dosage des molécules bioactifs des extraits :

Les extraits obtenus ont été récupérés dans des tubes a hémolyse en ajoutant de I'eau distillée

et en déterminant les concentrations.

figurel6 : Les extraits obtenus.
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> Apres récupération des extraits, nous les avons diluons avec de I'eau distillée en fonction de
leur concentration pour réaliser les dosages.
4.1. dosage des polyphénols totaux :
Principe :
Le dosage des polyphénols totaux a un principe qui repose sur les pouvoirs réducteurs des

complexes ioniques polymériques formés a partir d'acides
phosphomolybdiques(H3PMo012040) et phosphotungstique (H3PW12040) "réactif de Folin-
Ciocalteu" par des composés phénoliques. Cela se traduit par laformation d'un complexe bleu
qui accompagne l'oxydation des composés phénoliques et quiil est stabilisé par addition de
carbonate de sodium (NaCO3). La dose de phénols totaux est effectuée en comparant
I'absorbance observée avec celle obtenue par un étalon acide gallique de concentration
connue. (Dif, 2005)

Mode opératoire :

Les polyphénols sont dosés par spectrophotométrie comme suit :

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Singleton, 1965) en y apportant quelques
modifications. Brievement, dans des tubes a hémolyse en verre, un volume de 200 pl de
chaque extrait a été ajouté, avec un melange de 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu dilue 10 fois,
et 800 ul d’une solution de carbonate de sodium a 7,5 %. L absorbance est lue a 765 nm. Une
courbe d’étalonnage a ¢été réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide gallique a différentes concentrations.

4.2. dosage des flavonoides :
Principe :
Le dosage des flavonoides est effectué par la méthode spectrophotométrie au trichlorure

d'aluminium et a la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides et la soude forme un complexe rose qui est absorbé dans le visible a 510 nm.
(Marinova et al .,2005).

Mode opératoire :

Nous avons mis 500uL de 'extrait dilu¢ avec 1500uL d'eau distillé, suivi de 150uL d'une
solution de nitrite de sodium (NaNO2) & 15% et l'incuber pendant 5min & température
ambiante, apreés 5 min d'incubation nous avons ajouté 150uL de trichlorure d'aluminium

(AICI3) a 10% au mélange.
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Le tout est laissé pendant 6 min a une température ambiante, a la finnous avons ajouté
500uL d'hydroxyde de sodium (NaOH) a 4%.

La courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine comme contrdle positif a différentes concentrations (0,05/ 0,1/ 0,2/0,3/0,4/ 0, 5/
0,6/ 0,7 mg/ml).Les résultats sont exprimés en mg équivalent catéchine en gramme de

matiere végétale seche.

5. capacité antioxydante totale(CAT) : Elle est réalisée selon la méthode décrite par
(Prieto et al., 1999).

» Nous avons effectué ce dosage afin de déterminer la capacité antioxydante de nos extraits

Principe :

Ce test est basé sur la réduction du molybdene (V1) en molybdéne (V) par l'extrait végétal.
Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo(V) qui est de

couleur verte.

Mode opératoire :

Versez 300uL de l'extrait dilu¢ dans un tube, ajouter 3ml de solution de reactif composé
d'acide sulfurique (0.6 M), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate d’ammonium (4
mM).

Les tubes ont été fermés et incubés a 95°C pendant 90 min, aprés refroidissement a
température ambiante, l'absorbance est mesurée au spectrophotometre UV-VIS a 695nm

contre le blanc.

La courbe d’¢talonnage est réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant I'acide

ascorbique comme contrdle positif a différentes concentrations.
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Résultats et Interprétation

1. Rendement d'extraction des composés phénoligue de la tige de safran :

Le calcul des rendements est réalisé pour trois méthodes d'extraction de la tige étudiée (crocus
sativus L) concernant la tige fraiche dans I'eau distillée, la tige fraiche dans le solvant

méthanol, ainsi que la tige séche dans le solvant eau distillée et dans le solvant méthanol.
Les résultats sont récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau3 : rendement en extrait sec des différents modes d'extraction et différents solvants.

Tige fraiche Tige seche
Rendement % Rendement %
Eau distillée 30ml eau distillée Eau distillée 30ml eau distillée
+70 ml méthanol +70ml méthanol
Macération 44 42 8 24
Infusion 48.2 46 34 36
Décoction 22 24 8 10

Nos résultats montrent que la tige du safran fraiche donne des rendements d'extraction plus
importants que ceux de la tige séche. De plus, les rendements sont plus élevés avec l'eau
distillee comparée a 1’eau-méthanol pour la tige fraiche, et plus élevée avec 1’eau-méthanol

comparée a I'eau distillée pour la tige séche.

En effet, les extractions des tiges du safran par infusion donnent des rendements plus ou
moins importants que ceux de la macération et la décoction pour les deux types de tige

(fraiche et séche).

Le rendement d'extraction de l'infusion de la tige fraiche avec l'eau distillée est supérieur a
ceux obtenus avec eau-méthanol. Par contre, le rendement d'extraction de l'infusion de la tige

séche avec eau-méthanol est supérieur a ceux obtenus avec l'eau distillée.
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2. Dosage des molécules bioactives :

2.1. Teneur en polyphénols totaux :
Les extraits obtenus (aqueux/70ml méthanol et 30ml eau distillée) ont été analysés

quantitativement par spectrophotometre, pour leurs teneurs des polyphénols totaux en utilisant
la méthode de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme
équivalent d'acide gallique (ug EAG) par milligramme de matiére seéche, en utilisant

I'équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage.

La courbe d’étalonnage est élaborée par une solution standard de I’acide gallique a des
concentrations différentes. La formule de la régression linéaire de cette courbe est de (y =
0,4.5485x) avec un coefficient de corrélation R2= 0,9909. (Figure 13).

y = 4.5485x
R2 = 0.9909

DO 765nm
o
>

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16
Concentrations (mg/ml)

Figurel7 : courbe étalon d'acide gallique.

D’aprés nos résultats nous avons constaté que tous les extraits préparés contiennent des

composés phénoliques, mais a des concentrations variables.

Les extraits préparés par macération a partir de la tige fraiche de c.sativus présente des
concentrations les plus élevées en phénols totaux. Un taux de 60.53ug EAG/mg a partir de
I'eau distillée qui est supérieur a un taux de 59.47ug EAG/mg a partir de mélange E+M, tandis
que les extraits préparés par décoction des tiges fraiches de crocus sativus présente la plus
faible concentration des polyphénols totaux, un taux de 46.47ug EAG/mg a partie de l'eau

distillée qui est supérieur a 36.68ug EAG/mg a partir de mélange E+M. contrairement aux
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extraits préparés par infusion qui présente une teneur(54,32ug EAG/mg) a partir de mélange

E+M, et une teneur moins faible(52,57ug EAG/mg) a partie de 'eau distillée.(figure..).

La figurel9 montre que l'extraits des tiges seche de crocus sativus.L par infusion a partir de
I'eau distillée renferme un taux plus élevé en polyphénols (24.49ug EAG/mg) par apport
I'extrait a partir de mélange E+M (10.88ug EAG/mg).
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Figurel8 : teneur en polyphénols totaux des extraits des tiges fraiches de safran.
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Figurel9 :teneur en polyphénols de I'extrait des tiges seches de safran.
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2.2. Teneur en flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode spectrophotométrique au chlorure
d’aluminium (AICI3).Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides totaux sont
exprimés en ug équivalent de catéchine par mg de matiére seche (ug EC/mg MS) .Ils sont
basés sur la formule de la régression de (de y=1,1248x) avec un coefficient de détermination
(R2 =0,9984), de la courbe A= f ([Catéchine]) (figure 20).

2.5
2 y = 2.1175x
§ R2=0.9899
S 15
2
o
2 1
<
0.5
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
catéchine
(mg/ml)

Figure20 :Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

Les quatre extraits préparés: macération et décoction a partir de I'eau distillée et de mélange
Eau+Méthanol des tiges fraiches de crocus sativus ont montrés la présence des teneurs plus
importante en flavonoides avec des concentrations de l'ordre (76,32ug EC/mg MS) a partir de
l'eau distillée et 88.26ug EC/mg MS a partir de E+M, 77,64ug EC/mg MS a partir de l'eau
distillée et 42.37ug EC/mg MS a partie de E+M) respectivement, dont nous avons remarqués
que la teneur enregistrée dans l'extrait E+M de la macération est la plus importante, sauf les
extraits préparés par infusion présente des teneurs plus faibles(27.86pg EC/mg MS a partir de

l'eau distillée et 33.81ug EC/mg MS a partir de E+M).( figure 21).

La figure 22montre que l'extrait des tiges seches de crocus sativus.L par infusion a partir de
l'eau distillée renferme un taux plus élevé et plus important en flavonoides (76.88ug EC/mg

MS) par apport I'extrait a partir de mélange E+M (37.93ug EC/mg MS).

31



Résultats et Interprétation

100
90
80
70 -
60 -
50 - mED
40 - — E+M
30 - —
20 - —
10 - —
0 . . .
Macération Infusion Décoction

Figure21 :Teneur en flavonoides des extraits de tiges fraiches de safran.
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Figure22 : Teneur en flavonoides de I'extrait des tiges seches de safran.

3. Capacité anti oxydante totale :
La capacité antioxydante totale est déterminée par la méthode de phosphomolybdéne. La

teneur est estimée gréce a 1’équation de la courbe d’étalonnage d’acide ascorbique (y =
2,8554x ; R 2 = 0,9956) (figure 23). Ensuite, la capacité antioxydante totale a été rapportée
en milligramme d’équivalents d’acide ascorbique par g de la mati¢re végétale de départ et/ou

par g d’extrait sec.
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Figure23 :Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique pour 1’évaluation de la capacité
antioxydante totale.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits obtenus de la tige fraiche et séche de

crocus sativus.L ont une capacité anti oxydante totale, mais a des différentes valeurs.

La technique d'extraction par macération de la tige fraiche a manifesté une capacité plus
importante par rapport a celle obtenue par infusion, suivi de celle obtenue par infusion a partir
de la tige séche. Par ailleurs la plus faible capacité a enregistré est celle obtenue par décoction

a partir de tige fraiche.

D'apres les figures 24 et 25 on a remarqué que les extraits du mélange (eau et méthanol)
obtenus par macération et infusion a partir de tige fraiche donnent des valeurs plus
importantes par apport a I'extrait aqueux. Contrairement aux extraits obtenus par décoction a
partir de la tige fraiche et infusion de la tige seche qui montre que I'extrait aqueux donne des

valeurs plus important a celle de mélange eau et méthanol.

la technique d'extraction par macération de la tige fraiche montrés que I’extrait du mélange
(30ml d'eau et 70ml méthanol) a présenté la capacité la plus importante par rapport aux autres
extraits (18,41mg/g), suivi de l'extrait du mélange (eau et méthanol) obtenu par infusion
(16,6mg/g)de la tige fraiche, puis I’extrait aqueux obtenus par macération avec une valeur de
10,93mg/g de la tige fraiche, suivie de I’extrait aqueux obtenu par infusion avec une valeur
de 9,06 mg/gde la tige séche. Et puis, I'extrait aqueux par infusion de la tige fraiche avec une
valeur de 6,56mg/g, suivit par I'extrait du mélange eau et méthanol par infusion de la tige

séche avec une valeur de 6,36mg/g.

33



Résultats et Interprétation

La technique d'extraction par décoction de la tige fraiche qui présente la plus faible capacité
antioxydante montre que l'extrait aqueux donne une valeur plus importante (6,34mg/g) par

apport a celle de I'extrait de mélange eau et méthanol (6,18mg/qg).
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Figure24 : La capacité antioxydante totale de la tige fraiche de crocus sativus.
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Figure25 :La capacité antioxydante totale de la tige séche de crocus sativus
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Discussion

Ces derniéres années, on s'est intéressé aux antioxydants naturels, liés avec leurs propriétés
thérapeutiques, qui a augmenté considérablement (Sanchez; Huang &t Prior, 2005).Notre

étude entre dans le cadre de la recherche de composés naturels & activité biologique.

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le B-caroténe, 1’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol
(vitamine E) ainsi que les composés phénoliques (Bartosz, 2003). Par conséquent, nousnous
sommes intéressés a évaluer les constituants actifs des extraits de tiges de Crocus Sativus L
dans le but de la valorisation des matiéres résiduelles du safran, et connaitre la meilleure

méthode d'extraction de ces molécules.

En premier lieu, il est capital de noter que les extraits des tiges de safran qui ont servi pour
tous les protocoles de notre étude ne sont pas adultéreés, ils proviennent de la méme safraniére
dans la plaine d’Ain Fezza. Vu que le séchage est une étape trés délicate, toutes les mesures
ont été prises pour assurer une bonne déshydratation afin d’empécher le développement des
moisissures ce qui va se répercuter sur sa qualité et par conséquent sur ses propriétés

biologiques.

Nous avons dans un premier temps préparé trois methodes d'extractions dans deux solvants
différents, a savoir I'eau distillée et mélange de 30ml d'eau distillée et 70ml de méthanol. Une
méthode a froid qui est la macération et deux autres méthodes a chaud qui sont I'infusion et la
décoction. Nous avons réalisé ensuite des dosages quantitatifs des six extraits obtenus par des
réactions chimiques pour la détermination des polyphénols totaux et des flavonoides. Suivi
par une détermination de la capacité antioxydante dans le but de savoir si le systeme de

défense interne sera vaincu.

Nos résultats montrent que le rendement d’extraction de la tige de safran fraiche est plus élevé
que la tige séche, et le rendement le plus éleve a été obtenu par extraction par infusion de la
tige fraiche a 48.2 % en utilisant I'eau distillée, et de la tige seche a 36% en utilisant le
mélange Eau-Méthanol. Nous pouvons dire que cette méthode est la meilleure technique qui
permet d'extraire le plus de métabolites par rapport aux autres extraits, suivi par la macération
et en dernier les décoctions. De plus, I'utilisation du solvant Eau-Méthanol permet une

meilleure extraction que I'eau distillée pour la tige séche seulement (36% contre 34%).

Les résultats de rendement obtenus a partir de la tige de safran sont incompatibles avec les

rendements de pétales de safran obtenus par (Benbrahim et kernabi, 2020) qu'ils ont trouvé
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que le rendement de la décoction est plus élevé par apport la macération suivie par I'infusion

en dernier.

Ceci nous a amenés a mesurer les polyphénols totaux et les flavonoides par les méthodes de
Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium respectivement. Les concentrations en
polyphénols et flavonoides sont différentes selon le type d’extraction et le solvant. En
comparant entre les six extraits, nous avons remarqué que 1’extrait aqueux de la tige fraiche
par macération a froid est le plus riche extrait en polyphénols, soit 60,53ug EAG/mg et
I’extrait de mélange eau-méthanol de la tige fraiche par macération a froid est le plus riche

extrait en flavonoides soit 88,26 pg EC/mg.

(Hosseini et al., 2018) ont travaillé sur les pétales de safran suivant les mémes méthodes
d'extraction, la valeur la plus élevee de polyphénols totaux est celle obtenue par macération,
ces résultats sont en accord avec nos résultats et montrent une diminution des concentrations
en composeés phénolique au niveau de pétales de safran comparés a nos resultats obtenus au
niveau de tige de safran. Cependant, la richesse des tiges en ces composés nous incite a une

meilleure exploitation de cette richesse.

De méme, les concentrations en flavonoides au niveau des tiges restent toujours en accord a
ceux obtenus au niveau des pétales d'apres les études de (Benmostefa et Guellil, 2017) et dit
que la meilleure technique d'extraction est la macération a froid suivi par la décoction et
I'infusion a chaud. La teneur en flavonoides au niveau de la tige de safran reste toujours

supérieure par apport a la teneur de flavonoides au niveau des pétales.

La richesse des extraits de la tige de safran en polyphénols et en flavonoides nous a poussés a
rechercher la capacité antioxydante totale in vitro. D’aprés les résultats, nos extraits ont une
capacité antioxydante assez importante, en particulier I’extrait du mélange eau-méthanol
obtenu par macération de tige fraiche du safran qui a présenté la capacité la plus élevée avec
une valeur del8,41 mg /ml par rapport aux autres extraits, ce qui peut ouvrir un créneau

d'exploitation dans le domaine pharmacologique et cosmétique.

Il apparait clairement que la tige de safran ne doit pas étre jetée, mais plutdt utilisée pour
I’extraction des molécules bioactives qui peuvent étre utilisées comme antioxydants dans le

domaine agro-alimentaire, cosmétiques ou en parapharmacie.
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Conclusion générale

Le safran est une plante formée de diverses parties anatomiques. Son traitement et sa récolte
engendrent des grandes quantités de déchets qui sont généralement rejetées dans
I’environnement causant des problémes écologiques aux pays producteurs de safran. Parmi les

résidus resultants, nous nous sommes intéressés a la tige du safran.

D'énormes quantités de tiges de safran, qui n'ont que peu ou pas de valeur commerciale, sont
générées lors du traitement de la fleur de safran (stigmate). Ces déchets agricoles contiennent
cependant une grande variété de composants bioactifs dont I'exploitation peut augmenter

I'utilisation globale et la désirabilité de cette culture.

C’est pour cela que notre étude est concentrée sur les tiges de safran, dans I’objectif de
connaitre la meilleure méthode traditionnelle pour 1’extraction efficace des composés

phénoliques contenus dans la tige de safran.

Dans ce travail, nous avons choisi deux solvants pour extraire les molécules bioactives de la
tige de safran, L'eau distillée et un mélange de 30 ml d'eau distillée et 70ml de méthanol,
parce que le méthanol et le meilleur solvant qui donne des rendements élevés en polyphénols.

Puis nous avons testé leurs activités biologiques in vitro.

Sur la base de nos résultats, on peut dire que la tige de safran est trés riche en différents
composeés métaboliques et présente une bonne activité antioxydante. Elle peut constituer une
source importante de composes naturels tres intéressants et a usage biologique et
thérapeutique importante. De plus, les constituants phytochimiques dont les polyphénols
contenus dans la tige de safran sont influencés par la méthode d’extraction, les méthodes les

plus efficaces dans ce genre d’extraction sont les méthodes a froid.

Notre travail permet donc de valoriser les tiges de safran et de conclure que les tiges ne sont
pas des déchets et ne doivent pas étre jetées, ils pourraient étre exploités comme une source
d'antioxydants et de composés phénoliques afin d'augmenter le rendement de I'organisme. En
effet, elle contient des molécules ayant des activités anti-inflammatoires et antioxydantes. Ces

molécules peuvent étre extraites et utilisées dans différents domaines.
Ca sera judicieux que notre résultat ouvre de larges perspectives pour d’autres études afin de :

e Evaluer leur activité anti-inflammatoire in vivo en étudiant la toxicité.

e Déterminer les autres composants toxiques constitués dans la tige de safran.
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e Faire leur extraction par d’autres méthodes plus développées.

e Evaluation des autres activités antioxydante, anticancéreuse, anti-inflammatoire,
antimicrobienne...etc.

e Pouvoir les utiliser dans le domaine médical comme source de prévention et de
traitement
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