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Résumé

Depuis I’ Antiquité, le safran (Crocus sativus) est une épice tres prisée pour ses propriétés. Etant
un végétal trés riche en composants bénéfiques pour la santé humaine, il représente un aliment
médicinal trés précieux. Les stigmates de safran sont la majeure partie de cette plante pour
laquelle il est essentiellement cultivé, or les scientifiques se penchent sur la valorisation de ses
pétales, considérés comme des déchets. Ces bio-résidus sont désormais étudiés pour leur intérét
pharmacologique. Le but de ce travail est de mener une recherche sur les effets cyto-
toxicologique, anti-hémolytique et anti- inflammatoire des extraits aqueux des pétales de safran.
Nos résultats ont mis en évidence une bonne activité biologique de 1’extrait aqueux des pétales

de safran qui peuvent étre utilisés dans plusieurs domaines pharmaceutiques et biomédicaux.

Mots clés : Crocus sativus, Cyto-toxicologie, Anti-inflammatoire, Anti-hémolytique.

Abstract

Since ancient times, saffron (Crocus sativus) has been a highly prized spice. As a plant rich in
components beneficial to human health, it is a highly valuable medicinal food. Saffron stigmas
are the main part of this plant, for which it is mainly cultivated, but scientists are now looking
into the recycling of its petals, which are considered to be waste. These bio-residues are now
being studied for their pharmacological value. The aim of this study was to investigate the cyto-
toxicological, anti-haemolytic and anti-inflammatory effects of aqueous extracts of saffron
petals. Our results showed that the aqueous extract of saffron petals has good biological activity

and can be used in a number of pharmaceutical and biomedical fields.

Key words : Crocus sativus, Cyto-toxicology, Anti-inflammatory, Anti-haemolytic.
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Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales remontent aux anciennes civilisations, qui
attestent I’importance de 1’usage de ces plantes en médecine, en cuisine et en pharmacologie.
(Lahmas et al., 2005).

Le safran provient de ’espéce Crocus sativus L. qui est un végétal de la famille des Iridacées. Il
est cultivé et produit principalement en Iran, en Gréce, au Maroc, en Inde, en Espagne et en Italie.
Les stigmates de safran représentent 1’épice obtenue de cette plante, dont il faut 150 000 fleurs de
safran pour produire seulement 1 kg de stigmates secs (Palomares, 2015). Le safran se multiplie par
voie végétative au moyen d’un bulbe (Gresta et al., 2009). Il a de grandes fleurs voyantes de couleur
violette ou pourpre-violacée, avec un style filiforme divisé en trois stigmates rouges odorants.

Partout dans les safraniéres, on récolte des fleurs de safran et la séparation des stigmates
s’effectuent a la main (Melnyk et al., 2010).

Le safran est également connu par le nom de : «or rouge » qui est une appellation totalement
justifiée puisqu’il est vendu entre 30 et 40 euros le gramme, cette précieuse épice suit le prix de I’or,
étant la plus colteuse au monde (Palomares, 1988 ; Ben Mostefa, 2017). Il peut étre de différentes
qualités dépendant de sa pureté, sa couleur, son arbme et sa saveur qui sont évalués par la norme
internationale ISO (ISO/TS, 2003). Apres avoir récolté les stigmates du safran, la partie fleurie,
notamment les pétales, est jetée comme un déchet dans la production d'épices compte tenu de sa
quantité énorme.

Cependant, les pétales sont des composants les plus importants de la fleur de safran car ils
constituent une source de composés bioactifs tels que les flavonoides, glycosides, kaempférol, des
composés minéraux, et des anthocyanines ayant des activités physiologiques différentes (Hosseini et
al., 2018).

Tout comme les stigmates qui sont connus pour leurs effets biologiques anti-oxydant, anti-
inflammatoire, anti-tumoral, etc. Les composés volatils présents dans les pétales sont étudiés dans
I’intention d’une valorisation thérapeutique des déchets floraux grace a sa richesse en molécules
bioactives comme les polyphénols (Bergoin, 2005).

L’utilisation du pétale de safran a fait donc I’objet de nombreuses études qui, d’une manicre
génerale, ont conduit a valoriser les sous-produits et les déchets du safran pouvant avoir plusieurs
utilisations intéressantes.

Dans cette optique, notre travail de Master a pour objectif de déterminer in vitro la cyto-toxicité
de D’extrait aqueux du pétale de safran récolté dans la wilaya de Tlemcen Algérie, ainsi que ses
activités biologiques a savoir leur activité anti-hémolytique et anti-inflammatoire. Le but de cette
étude est de valoriser le pétale de safran et de I'utiliser dans plusieurs applications : nutritionnel,

cosmétique et pharmacologique.



Synthese bibliographique



Synthese bibliographique

I. Chapitre 01 : Généralités sur le safran
1. Historique

Le terme « safran » est issu du latin « safranum », qui, lui-méme tiré de 1’arabe « zaferan »
et dont I’origine porte une notion fondamentale, la couleur jaune. D’autres sources mentionnent
que « safranum » viendrait du persan « Zarparan », zar signifiant « or » et d'un autre mot qui
signifie « plume », ou « stigmate ». Favre (2008) affirme que la ressemblance des appellations
par les différentes langues renseigne sur la méme étymologie du mot.

Les médecines ayurvédiques, mongoles, chinoises, égyptiennes, grecques et arabes ont
longtemps consideré le safran comme une panacée, selon Les premiers écrits médicaux
remontant au temps de I’antiquité égyptienne, vers 1550 avant J.-C. a travers le papyrus
d’Ebers. Ce manuscrit, a répertorié plus de sept-cents substances d’origine végétale, en faisant
alors, le socle de la pharmacopée égyptienne. Les qualités du safran y étaient déja recensées,
particulierement pour ses effets stimulants, euphorisants, digestifs et antispasmodiques
(Lazérat et Souny, 2009).

Les stigmates séchés de la fleur de safran représente une drogue végétale, car, utilisée
partout dans le monde et dans différentes époques de I’Histoire pour ses bienfaits

pharmaceutiques et thérapeutiques (Funel, 1990 ; Cardon, 2003).

2. Description et classification botanique

A son état sauvage, le safran était inconnu et a nécessité 1’intervention de I’Homme pour
survivre. Arvy et Gallouin (2003) affirment que c’est une plante triploide et stérile, il se
propage par voie végétative grace a son corme, organe de réserve a la forme d’un bulbe. C’est
un végétal monocotylédone, herbacée, pérenne et vivace a une floraison. Sa morphologie et sa
physiologie lui conférent une certaine rusticité. Sa hauteur est comprise entre 10 a 25 cm.
Possédant une fleur de couleur mauve est avec 6 pétales, 3 étamines jaunes et un pistil divisé en
3 longs stigmates de couleur rouge vif brillant et velouté de 3 & 4 cm. Les stigmates sont
brillants a I'ouverture de la fleur, minces a la base et plus larges a I'extrémité, avec une trés
forte odeur et qui se développent avec ou apres la fleur. Le safran se multiplie a travers ses
cormes de 3 a 5 cm de diameétre, qui représente la partie souterraine de la plante renfermant les
substances de reserve nécessaires a la floraison et au bourgeonnement. Le safran ne se
reproduit pas par voie sexuée car son pollen est stérile, cependant la fleur du safran ne produit
pas de graines viables et sa multiplication dépend essentiellement de I’'Homme. Un plant de
safran comporte souvent deux a trois bulbes et un bulbe donne généralement une a trois fleurs.
(Winterhalter et Straubinger, 2000) (Figure 1).
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pétales

pistils (3 stigmates)
bouton floral
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sparthe de la fleur
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fruit en capsule
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Figure 1 : Aspect général de safran (Cagla, 2018).

Selon la classification botanique de Cronquist de 1981 se basant sur des critéres
anatomiques, morphologiques et chimiques afin de différencier les angiospermes, le safran
appartient aux taxons décrits dans le tableau 1.

Tableau 1 : Classification botanique de safran(Dupont, 2007)

Régne Végétal
Embranchement Spermatophytes
Sous embrachement Angiospermes (Magnoliophyta)

Classe Monocotylédones (Liliopsida)
Sous-classe Liliidae

Ordre Liliales

Famille Iridaceae
Sous-famille Crocoideae

Genre Crocus

Espece C.sativus L.

3. Laculture du safran récolte et rendement

La vegétation du safran est connue par le fait d’étre inversée : ses feuilles sortent de terre en
septembre et la plante fleurit en octobre, puis se desseche en mai de I'année suivante. C’est
alors en automne, pendant que tous les autres végétaux entrent en dormance pour la saison

d’hiver, que le safran fleurit. Lui, par contre, s’endort au printemps et ses feuilles disparaissent

4



Synthese bibliographique

complétement quand le bourgeonnement des autres plantes commence (Benmostefa et Guellil,
2017). Le safran ne fleurit qu'une fois par an et doit étre récolté dans un trés court laps de
temps. Il est récolté pendant 3 a 4 semaines en octobre-novembre (Rahimi, 2015) (Figure 2).
Le calibre du bulbe et état sanitaire déterminent la qualité du materiel végétal de départ. En vue
d’une bonne production des la premiere année, il est nécessaire de prendre de gros bulbes de 5
a 8 cm de diametre. Les bulbes les plus petits, appelés bulbilles, ne vont fleurir que les années
d’apres. Il est impératif de prendre en considération les conditions favorables du milieu de
développement des plants de safran y compris le sol qui doit étre d’une texture légere,
perméable, aérée, pauvre en matiéres minérales mais riche en matiéres organiques, de pH
neutre, aux alentours de 6,5-7. Et aussi, il devra étre frais, humide et trés bien drainé.

Les sols de nature silico-calcaire ou argilo-calcaire sont les mieux adaptés au safran et qui
sont fertiles et assez profonds, sain, sans fumier frais ni herbes fraichement enfouies. Le safran
peut étre planté d'une altitude du niveau de la mer a prés de 2000 m, mais il est plus
préférablement adapté aux flancs des collines et aux vallées montagneuses, variant entre 600 et
1700 m d'altitude. En outre, cette plante peut étre cultivée dans un endroit sec et stérile ou il y a
une pénurie d'eau extréme en été (Seddiqui et al., 2018).

Molina et al. (2005) indiquent que la culture du safran exige la chaleur et le plein soleil, il
favorise un climat méditerranéen continental, avec des hivers frais et des étés chauds et secs.

La plantation s’effectue généralement a la main ou avec les mémes engins que ceux utilisés

pour les pommes de terre ou les oignons (Branca et Argento, 2010).
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Figure 2 : Cycle de développement annuel de safran (Palomares, 2015).

Une main-d’ceuvre qualifiée est exigée pour une bonne récolte de safran, car les stigmates
nécessitent une certaine délicatesse pour étre prélevés avec précaution, pour étre séchés et
conservés ensuite loin de I’humidité et de la lumiére. Les plants de safran fleurissent aprés 4 a 6
semaines de la plantation et la floraison dure plusieurs semaines. La durée de vie de la fleur de
safran est tres courte et limitée (entre 24 et 48 heures). Elle est vite fané sous I’action du soleil,
et ses pistils se décolorent et perdent de leur ardbme. La cueillette des fleurs de safran demeure
ainsi tres délicate.

La fleur est récoltée entierement en la coupant a la base de sa corolle avant méme son
ouverture, trés tot, aprés I’aube et avant la levée de soleil et ’arrivée de sa chaleur, pour éviter
le dessechement des stigmates qui se fait rapidement tout juste apres 1’ouverture de la fleur si
elle est bien exposée aux rayons du soleil. Cependant, on ramasse les fleurs cueillies dans des
paniers tres solides. Si la cueillette se réalise apres I’ouverture entiere des fleurs, le safran est
consideré alors de second choix, car il perdra ses qualités organoleptiques aprés son exposition
aux rayons et a la chaleur du soleil (Kafi et al. 2002).

Une fois la récolte effectuée, vient I’émondage des fleurs qui consiste a séparer les stigmates
de tout le reste de la fleur du safran (Ursat, 1913). En moyenne, 100 fleurs donnent 3g de

stigmates frais qui pesent environ 600 mg apres étre séchés. Afin d’obtenir un kilo de stigmates
6
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frais, il faut cueillir prés de 150 000 fleurs et il faut compter environ cing kilos de stigmates
frais pour avoir un kilo de safran sec utilisé comme épice (Negbi, 1999).

Finalement, il est trés indispensable de conserver 1’épice de safran, aprés séchage, a I’abri de
I’humidité pour éviter qu’elle perde son arome et sa couleur, puisqu’elle est trés hygroscopique.
Il est recommandé de mettre les stigmates dans des bocaux en verre avec des couvercles en
liege, ce qui va empécher 1I’oxygene de passer a I’intérieur (Ursat, 1913), et 1’idéal serait que
ces récipients soient hermétiques et sombres, et de les conserver a basse température comprise
entre 5 et 10° C (Gresta et al., 2007).
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I1. Chapitre 02 : Stigmates

1. Propriétés des stigmates

Les stigmates mesurent de 20 a 40 mm, étroits a la base et plus large a ’extrémité, de
couleur rouge vif avec un aspect brillant velouté, et possedent une forte odeur. Ils représentent
I’épice de safran commercialisée aprés sechage (Ferrence, 2004). IIs prennent la forme d’un
cornet apres étre enroulés sur eux-mémes. et prenant une forme de cornet suite a I’enroulement
sur eux-mémes. Arvy et Gallouin (2003), montrent que I’extrémité des stigmates est renflée et
denticulée sur les cotés (Figure 3).

Le safran, comme plante médicinale, a été toujours utilisé pour ses bienfaits carminatifs. Au
Moyen-age, les européens I’utilisaient pour le traitement des infections respiratoires et les
maladies de gorge notamment, la toux et aussi le rhume, la scarlatine, la variole, les cancers,

I'nypoxie et I'asthme (Sullivan R., 2011).

Figure 3 : Stigmates de safran (Benayache et al., 2013)

2. Composition chimique

Les stigmates de safran se composent de plus de 150 composants : des glucides lipophiles et
hydrophiles, des protéines, des acides aminés, des minéraux, du mucilage, de I'amidon, des
gommes, des vitamines. Cependant, ces composants chimiques varient selon les conditions de
croissance et du pays d’origine (Rios et al, 1996).

Une bonne et exacte classification botanique, avec des stigmates non adultérés et sans
déchets floraux, détermine la composition chimique correcte du safran. Le tableau ci-dessous
(Tableau 2) classifie en moyenne les résultats de 1’analyse chimiques du safran (Benmostefa et
Guellil, 2017).
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Tableau 2 : Composants des stigmates des fleurs du safran (Benmostefaet Guellil, 2017).

Les composés Le montant
Eau 9a14%
Cellulose 437%
campesterol
Lipides stigmasteérol 3a8%
B-sitostérol
Polypeptides 113213 %
Matiéres minérales 1a15%
Composants non azotés 40%
- B2 ou riboflavine 56,4 a 138 ng/g
Vitamines
B1 ou thiamine 4,020,9 ng/g
Huiles essentielles 0,3 a 2,0%ou domine le safranal (60%)

Acides gras : acides palmitique, stéarique, oléique, et linoléique

Caroténoides : a, f, et y-crocétine, crocine (10%), picrocrocine (4%), a et p-carotene

lycopene, phytoéne et zéaxanthine

3. Substances bioactives des stigmates

Rios et ses collaborateurs (1996) ont mené plusieurs études analytiques afin d’aboutir a la
caractérisation d’un grand nombre de composés bioactifs du safran. Les quatre principaux
composés bioactifs du safran sont : la crocine (esters de mono-glycosyl ou di-glycosylpolyéne),
la crocétine (un précurseur naturel de I'acide caroténoide dicarboxylique de la crocine), la
picrocrocine (monoterpéne glycoside précurseur du safranal et produit de la dégradation de
lazéaxanthine) et le safranal. Ces composés sont non seulement responsables du profil sensoriel
du safran (couleur, couleur, golt et ardbme), mais aussi des caractéristiques bénéfiques pour la
santé.
3.1.Crocétine

La crocétine est I’'un des colorants naturels de la famille des caroténoides, mais elle n’a pas
la fonction de provitamine. Cette classe regroupe majoritairement les hydrocarbures dont la
formule brute est CsoHse ou des dérives oxygenés. Cependant, il y a un petit groupe avec des
groupes carboxyliques et acides ne pouvant pas étre inclus dans la structure et la définition
chimiques générales.

La crocétine (I'aglycone de la crocine), I'acide 8,8-diapo-8,8-caroténoique est caractérisé par
une structure diterpénique et symétrique avec sept doubles liaisons et quatre groupes méthyle.
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I cristallise en aiguilles rouges avec un point de fusion de 285 °C, alors qu'en solution, il a une
couleur jaune. Il est 1égérement soluble en solution aqueuse basique (20 um a pH= 8), mais il
est trés soluble dans les bases organiques, comme la pyridine. Un précipité jaune se forme si sa
solubilité est moins de sa concentration (Christodoulou et al., 2015).

Les crocétines (a-crocétine ou crocétine I, crocétine II, B-crocétine, y-crocétine) contenues
dans le safran sont issues de la dégradation oxydative du précurseur de la zéaxanthine, apres
rupture, il donne naissance a la crocétine (Grilli et Canini, 2010 ; Christodoulou et al., 2015).
Selon plusieurs rapports de recherche, 94% de la crocétine totale du safran existe sous forme de
molécules de glycosides et seulement 6% se présentent sous forme de crocétine libre (Habibi
et Bagheri, 1989). La crocétine est principalement connue pour ses propriétés antioxydantes
(en raison de sa structure chimique). Elle représente le constituant le plus récent du safran qui a
fait I'objet d'une étude continue, en tant que métabolite de la crocine (Christodoulou et al.,
2015).

La structure chimique de la crocétine est représentée dans la figure 4.

O Me Me

Figure 4 : Structure chimique de la crocétine (Christodoulou et al., 2015).

3.2.Crocines

Pfander et Schurtenberger (1982) définissent les crocines comme un groupe de caroténoides
hydrophiles étant des esters polyenes mono- ou diglycosyliques de crocétine dans lesquels le
D-glucose et/ou le D-gentiobiose se présentent sous forme de résidus glucidiques.

La crocine est en fait de 1'acide 8,8’-diapocaroténe-8,8’-dioique, avec une formule chimique
de CssH70028 avec une masse moléculaire de 976,96 g/mol (Samarghandian et Borji, 2014).
La crocine est d’une couleur rouge foncée et de forme des cristaux (Bolhasani et al., 2005). La
crocine se dissout rapidement dans I'eau pour former une solution de couleur orange, ce qui lui
confere la propriété de colorant alimentaire naturel.

En plus d'étre un excellent colorant, elle est considérée comme antioxydant qui atteint les
radicaux libres, en protégeant les cellules et les tissus contre I'oxydation (Assimopoulou et al.,
2005; Papandreou et al., 2006; Soeda et al., 2007).

Les crocines représentent environ 6 a 16% de la matiere seche totale du safran, cette quantité
dépend de la variété, des conditions de croissance et des méthodes de transformation (Gregory
et al., 2005). Hautement soluble dans I’eau, I'ester di-pB-D-gentiobiosyle de la crocine ou de la
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crocétine-all-trans posséde la plus grande capacité de coloration, en comparant aux autres
caroténoides du safran (Tarantilis et al., 1995), bien qu'elle soit également soluble dans le
méthanol et I'éthanol.

La structure chimique de la crocine est représentée dans la figure 5.

R1 et R2 peuvent étre H, glucose ou gentiobiose.

Figure 5 : Structure chimique de la crocine (Lechtenberg et al., 2008).

3.3.Picrocrocine

C’est un glycoside monoterpénique et précurseur des composants de l'ardme du safran
(safranal) son nom est le 4-hydroxy-2,6,6-triméthyl-1-cyclohexen-1-carboxaldéhyde (HTCC).

Cette molécule représente le deuxieme composant le plus abondant (environ 1 a 13% de la
matiere seche du safran) (Samarghandian et Borji, 2014; Pitsikas, 2016; Grilli et Canini,
2010). Elle est glycosidée, n’a pas d’odeur ni de couleur et, est responsable de la saveur amere
du safran.

La picrocrocine est soluble dans les solvants polaires, mais et insoluble dans les solvants
apolaires. Elle est plus soluble dans 1’eau que dans une solution alcoolique (eau/alcool) (Alonso
et al., 2001).

La structure chimique de la picrocrocine est représentée dans la figure 6.

H
Me O 1L-O0 N OH
OHC~ HOY " "~OH
Me Me OH

Figure 6 : Structure chimique de la picrocrocine (Christodoulou, 2015).

3.4.Safranal

Le safranal (2,6,6-triméthyl-1,3-cyclohexadiene-1-carboxaldehyde) est un aldéhyde
monoterpénique et aglycone de picrocrocine a une masse moléculaire de 150. 21 g/mol.

Ce composé¢ est responsable de l'ardme du safran et composant principal de I’huile
essentielle distillée de safran et il n'est pas présent dans les stigmates frais, mais se forme a

partir de l'action de la B-glucosidase sur la picrocrocine au cours de la déshydratation
11
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(chauffage combiné a une action enzymatique) et de stockage (Carmonaetal., 2006; Maggi et
al., 2010). Les chercheurs Kuhn et Winterstein (1933), qui furent les premiers a 1’obtenir a
partir de I'nydrolyse de la picrocrocine. 1l est le composant volatil le plus abondant du safran (>
60% de la huile essentielle) (Roedel et Petrzika, 1991 ; Tarantilis et Polissiou, 1997).

Le safranal comprend environ 30 a 70% d'huile essentielle et 0,001 a 0,006% de matiere
seche de safran (Maggi et al., 2009). Il a été également démontré qu’il posséde un potentiel
antioxydant élevé (Assimopoulou et al., 2005 ; Kanakis et al., 2007) ainsi qu'une cyto-toxicité
envers certaines cellules cancéreuses in vitro (Escribano et al., 1996).

La structure chimique du safranal est représentée dans la figure 7.

H3C CHs

~Q

CH>

Figure 7 : Structure chimique du safranal (Christodoulou et al., 2015).
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I11. Chapitre 03 : Résidus du safran, les pétales

1. Définition des pétales du safran

Le pétale de safran est le principal sous-produit de la transformation du safran. Il contient
plusieurs composés tels que des agents minéraux, anthocyanes, flavonoides, glycosides,
alcaloides et kaempférol (Hosseini et al.,2018).

Les pétales font partie des matieres premiéres plus abordables que les stigmates, quoiqu’ils
ne sont pas considérés comme une herbe médicinale utilisée traditionnellement, des chercheurs
se penchent sur leur potentiel dans divers traitements.

2. Composition chimique des pétales de safran

L’analyse chimique des pétales de safran a démontré la présence des protéines 10,20%, les
graisses 5,3%, les cendres 7,00%et les fibres 8,80% (Fahim et al., 2012), ils sont également
riches en composés phénoliques (Ramin, 2013), dont lesflavonoles (kaempférol 12,6%)
(Hadizadeh et al., 2003 ; Zeka et al., 2015), les caroténoides (crocine, 0,6 % et crocétine)
(Zeka et al., 2015), les anthocyanines environ1712.19mg/l ce qui donnent la couleur violette
des pétales (Khazaei et al., 2015), et lesterpénoides tels que les crocusatines (Li et al., 2004),
les alcaloides (Termentzi et Kokkalou, 2008), et les tanins (Hosseinzadeh et Younesi, 2002).
La teneur en minéraux des pétales du safran est indiquée dans le tableau 3 (Fahim et al., 2012).

Tableau 3:Les compositions minérales des pétales de safran (Fahim et al., 2012)

Les composes Le montant
Sodium (Na) 25.75mg/100g
Potassium (K) 542.13 mg/100g
Calcium (Ca) 486.25 mg/100g
Cuivre (Cu) 0.87 mg/100g
Fer (Fe) 17.99 mg/100g
Magnésium (Mg) 2.93 mg/100g
Zinc (Zn) 1.80 mg/100g
Phosphore (P) 209.90 mg/100g

2.1.Les pigments

Saito (Saito et al., 1960) a déterminé la présence de deux anthocyanines violettes dans les
pétales de safran et Garrido et ses collaborateurs (1987) ont identifié dans un extrait aqueux de
pétales trois flavonols: la myricétine aglycones, la quercétine et le kaempférol. Pour classer les
especes de safran (taxonomiques) une recherche a été menée dans le but d’extraire et
d’identifier les anthocyanes et les flavonoides présents dans les pétales de safran, comme le
montre la figure 8 (Norbek et Kondo, 1998).
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Figure 8 : Anthocyanines et flavonoides présents dans les pétales des fleurs du safran

3. Les effets therapeutiques et pharmacologiques des pétales de safran

Plusieurs indiquent que les pétales du safran ont une activité antinociceptive et anti-
inflammatoire et ceci peut étre di a présence des flavonoides, tanins, anthocyanines, alcaloides
et saponines (Hosseinzadeh et Younesi, 2002).

Les pétales de safran possedent aussi des effets antidépresseurs similaires aux stigmates, et
cette activité dépend de kaempférol qui est un composé actif (Basti et al., 2006;
Hosseinzadeh et al., 2007).

De méme D’extrait des pétales du safran aurait des vertus antidiabétiques et permet de
prévenir la néphropathie induite par les streptozotocines. Les chercheurs ont noté une
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diminution de 1’urée, du taux d'azote ureique du sang et de la glycémie (Zarezadeh M et al.,
2017).

Concernant I’effet antioxydant 1a plupart des médicaments a base de plantes contiennent des
composés antioxydants. Une étude a montré que les pétales de safran augmentent la teneur en
antioxydants par I’élimination des radicaux libres et la réduction des dommages cellulaires
(Ardalan et al, 2012).

Concernant I’extrait méthanolique des pétales de safran a montré une activité

antimicrobienne contre Staphylococcus, Bacillus, Salmonella, Escherichia Coli, Shingella, cet
effet lié a la présence de composés phénoliques (Asgarpanah et al., 2013).
D’apres une étude, I’extrait des pétales de safran a réduit la toxicité rénale par la réduction des
taux d'acide urique et de créatinine ce qui lui donne une activité rénoprotecteur (Omidi et al.,
2015). Les pétales de safran ont aussi des effets protecteurs sur les syndromes métaboliques et
réduisent les risques de I'obésité, I'nypertension et le diabéte (Hosseini et al., 2018).

Aussi les niveaux de sodium (Na) et de potassium (K) détectés suggérent que les pétales de
safran pourraient s'avérer utiles pour la diminution de la pression artérielle élevée (Fahim et
al., 2012).

Enfin Le safran a été efficace pour réduire les taux élevés de lipides pendant un stress
hyperlipidémie (Asdaq et al., 2009).

4. Utilisation du pétale de safran en cosmétologie et en parfumerie

De nos jours, Divers résultats de recherches indiquent que les pétales de safran sont riches
en crocine et en kaempférol, ce qui représente une source importante de composés bioactifs
pour des applications potentielles. Le kaempférol, représentant ainsi une source importante de
composés bioactifs pour des formulations cosmétiques potentielles (Ahrazem et al., 2017). En
outre ses propriétés antioxydantes, la fleur de safran présente de nombreux intéréts pour les
applications cosmeétiques.

En effet les pétales sont connus pour leurs effets anti UV qui protegent la peau des rayons
UV dangereux. Et ceci grace a la présence des molécules anti oxydante (crocine, safranal,
crocetine) (Mirhadi et al., 2019).

Les pétales contiennent aussi des terpénoides, tels que les crocusatines, qui ont une action
anti-sébacé (Li et al., 2004).

Et les pétales de safran ont des effets antioxydants dérivés des composés de kaempférol, la
crocine, la crocétine et le safranal, alors que ces composés éliminent les rides dues a I'age et au
stress (Kerscher et al., 2011 ; Bernad et al., 2020).

La fleur de safran est connue, également, pour réduire la melamine dans laquelle des taches
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brunes apparaissent (Moshiri et al.,2015). La fleur de safran contient des composés de crocine
qui peuvent inhiber l'activité de I'enzyme tyrosinase en endommageant les liaisons hydrogene
dans la tyrosinase, ce qui provoque un réarrangement et des changements de conformation de
I'enzyme (Pinon et al., 2011).
5. La toxicité du pétale de safran

Les doses thérapeutiques ne présentent pas de toxicité significative dans les études cliniques
et expérimentales, c¢’est donc la quantité qui cause la toxicité (Bostan et al., 2017). Ceci est
confirmé par une expérience dans laquelle, I'examen pathologique a montré des lésions du foie
et des poumons chez les animaux ayant recu des fortes doses du pétale de safran (Karimi et al.,
2010). (Jusqu’a 3,6 g/kg durant deux semaines). Les extraits de pétales de safran réduisent le
poids corporel, I'nématocrite, I'némoglobine et les érythrocytes, également (Hosseini et al.,
2018). Selon les études toxicologiques, la toxicité du stigmate est plus élevée que le pétale de

safran (Hosseini et al., 2018).
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IV.Chapitre 04 : Activité biologique du pétale safran

Les composés bioactifs des pétales de safran ont un rdle crucial en pharmacognosie, ce qui a
été le résultat de plusieurs études sur leurs propriétés physico-chimiques et biochimiques.
Plusieurs recherche ont démontre leurs effets sur le cancer, leurs propriétés antioxydantes, leur
effet sédatif, etc (Premkumar et Ramesh, 2010; Mokhtari-Zaer et al., 2020).

Actuellement, le pétale de safran est utilise comme agent organique dans les industries
agricoles (Astarei et al., 2006). Les études phytochimiques ont signalé la présence de
flavonoides et d'anthocyanines dans le pétale de safran qui ont montré des effets bénéfiques en
tant que composés supplémentaires (Zeka K. et al.,2015). Le pétale de safran a été,
traditionnellement, consommé comme anti-tumoral et antidépresseur antispasmodique,
stomachique, curatif de lI'anxiété. En fonction de ses propriétés économiques, de ses composés
phyto-chimiques et de son utilisation traditionnelle, le safran peut étre utilisé dans différents
domaines médicinaux (Mortazaviet al., 2012).

Une étude a montré I'activité anti-oxydante du pétale de safran chez des agneaux en utilisant
la méthode des radicaux libres 2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Les extraits de pétales de
safran ont été administrés par gavage a des doses de 500, 1000 et 1500 mg/kg pendant 15 jours.
Au dernier jour de I'essai, les résultats ont montré que le pétale de safran augmentait la teneur en
antioxydants a toutes les doses (Ardalan et al., 2012). Et grace a ces propriétés anti-oxydantes,
le pétale de safran hydro-alcoolique a réduit la toxicité du cisplatine qui est un médicament
chimio-thérapeutique, induisant une hépato-toxicité et, dont 1’effet secondaire est lié au stress
oxydatif et a la production de ROS, qui endommagent la membrane cellulaire (Cersosimo,
1993 ; Robbins et al., 2002). L’effet du pétale du safran a été démontré dans une étude ou des
rats ont recu du cisplatine (0,4 mg/kg) pendant 8 semaines et du pétale de safran hydro-
alcoolique (80 mg/kg) a été gavé pendant 8 semaines. Le cisplatine a réduit les enzymes anti-
oxydantes, augmenté le malondialdéhyde (MDA) et provoqué des Iésions hépatiques (Mohajeri,
2011). D’autres recherches ont encore prouvé que les peétales de safran sont des hépato-
protecteurs, dans une étude menee sur le tétrachlorure de carbone (CCls), étant un agent toxique
pour le foie et entrainant des lésions par dégénérescence graisseuse, nécrose cellulaire, fibrose et
cirrhose (Manibusan et al., 2007). Les antioxydants et les piégeurs de radicaux libres peuvent
protéger les cellules hépatiques contre I'hépato-toxicité induite par les produits chimiques
(Kamalakkannan et al., 2005). L'extrait aqueux de pétales a été administré a la dose de 1 g/kg
apres 1 et 6 heures d'injection de CCls. Les niveaux d'alanine aminotransférase (ALT) et
d'aspartate aminotransaminase (AST) ont diminué apres le traitement par les extraits
éthanoliques et aqueux de pétales. Les etudes histo-pathologiques ont eégalement montré que les

extraits de pétales réduisaient les lésions hépatiques induites par le CCls. Les propriétés anti-
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oxydantes du pétale ont réduit la fonction du cytochrome P450 pour la génération de métabolites
du CCls4 sous forme de radicaux libres (Iranshahi, 2001).

Babaei A. et ses collaborateurs (2014 ) ont démontré dans une étude menée sur des rats ayant
recu de I'extrait de pétales de safran a des doses de 0, 75, 150, 225 et 450 mg/kg pendant 14
jours, aucune différence n'a été observée entre les groupes traités et le groupe témoin en ce qui
concerne les paramétres hématologiques tels que les globules rouges (GR), I'hnémoglobine,
I'nématocrite et les plaquettes. L'extrait de pétales de safran a augmenté les 1gG a la dose de 75
mg/kg par rapport aux autres groupes. Les résultats de la pathologie n'ont révélé aucune lésion de
la rate. Cette étude a montré que le pétale de safran avait un effet immunostimulant a la dose de
75 mg/kg.

De plus, l'activité anti-tumorale des pétales de safran a été évaluée en utilisant des crevettes de
saumure et des disques de pomme de terre. Les résultats ont montré que les valeurs IC50 des
extraits de safran étaient de 5,3mg/ml pour les extraits de pétales contre les tumeurs
(Hosseinzadeh et al., 2005).

D’autre part, chez des rats diabétiques avec streptozotocine (STZ) qui est un composé toxique
pour les cellules B du pancréas et entraine une baisse du taux d'insuline et une augmentation de la
glycémie (Lenzen, 2008). Dans ce cas, I'extrait de pétales de safran a été administré par voie
orale a des doses de 100 ou 200 mg/kg pendant 28 jours. Le STZ a augmenté la glycémie a jeun
(FBS), le volume d'urine, l'azote uréique du sang (BUN) et les niveaux de créatinine (Cr).
L'extrait a la dose de 200 mg/kg a réduit le FBS, tandis que le volume d'urine et le niveau d'azote
uréique sanguin ont diminué avec les deux doses. Le niveau de Cr n'a pas été modifié par le
pétale de safran. L'extrait a également amélioré les dommages histologiques induits par le STZ.
Selon cette étude, I'extrait protege contre la néphropathie induite par le STZ(Zarezadeh et al.,
2017).

Les études ont montré I’efficacité des pétales sur 1’obésité et des études menées sur des rats en
surpoids I’ont confirmé. Les rats ont été soumis & un régime riche en graisses pendant 10
semaines. Ensuite, le stigmate de safran (40 mg/kg), le pétale (80 mg/kg) et la combinaison des
deux (80 mg/kg) ont été administrés par gavage aux rats pendant 3 semaines. Les resultats ont
montré que les extraits réduisaient le cholestérol total, les triglycérides et le LDL, tout en
augmentant les niveaux de HDL. Les extraits ont également réduit l'indice d'athérosclérose
(LDL/HDL), l'indice atherogéne (TC/HDL) et les enzymes hépatiques, notamment I'ALT, I'AST
et la phosphatase alcaline (ALP). Les niveaux de leptine et d'insuline ont été réduits par les
extraits de safran. Les résultats indiquent que les extraits de safran augmentent le niveau
d'antioxydants, tout en réduisant la peroxydation des lipides. Cependant, les extraits ont amélioré

la dyslipidémie chez les rats obeses en réduisant I'athérosclérose et la résistance a I'insuline
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(Hoshyar et al., 2016).

L'effet de I'extrait de pétales de safran a été étudié aussi, sur la pression sanguine de rats
anesthésiés. Les extraits aqueux et éthanoliques de I'extrait de pétale de safran ont réduit la
pression artérielle a la dose de 50 mg/100g. La réduction de la pression artérielle pourrait étre
lice a l'effet des pétales sur le coeur ou la résistance périphérique. Dans cette étude,
I'administration de I'extrait n'a pas modifié la fréquence cardiaque. Cependant, les résultats ont
montré que l'effet de I'extrait sur la résistance périphérique est un facteur important dans la
diminution de la pression artérielle (Fatehiet al., 2003).

Les petales de safran étant un bon rénoprotecteur aussi car, dans une autre étude, de
I'acétaminophéne a été injecté a des rats a raison de 600 mg/kg. L'extrait de pétales de safran a
également été administré a des doses de 10 et 20 mg/kg pendant 8 jours. L'acétaminophene a
augmenté les taux de créatinine et d'acide urique ainsi que les changements pathologiques dans
les reins. L'extrait a forte dose a réduit la toxicité rénale par la réduction des taux d'acide urique
et de créatinine (Omidi A et al., 2015).
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1. Préparation de I’extrait

1.1.Préparation des pétales de safran

Les pétales de safran ont été récoltés de la région d’Ain Fezza Willaya de Tlemcen. Elles ont été
séchées a ’ombre et a température ambiante. Une fois totalement seche, les pétales sont moulus

en poudre fine (Figure 9).

Figure 9 : Photographie de la poudre des pétales de safran

1.2. Extraction des composés phénoliques des pétales de safran

Les polyphénols sont extraits par macération selon un protocole standardisé (Mahmoudi et al.,
2013).

1.2.1. Préparation de la solution aqueuse

Pour la macération, le solvant utilisé est ’eau distillée. Pour cela, 50g de pétales de safran
séchées et moulues sont mises dans un bécher, puis 400ml d’eau distillée sont ajoutées au
bécher. la préparation est conservée au réfrigérateur pendant 72heures a 4°C pour une
macération froide.

La préparation est filtrée par la suite avec du papier filtre standard.

Les filtrats sont par la suite récupérés dans des tubes a essai puis centrifugés 10 mn a 4000rpm,
le surnageant est ensuite récupéré et transvase dans une boite en verre. Cette derniére est mise

dans I’étuve a la température de 30°c pendant 24h jusqu’a séchage complet (Figure 10).
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Figure 10 : Photdgraphie de la solution apres séchage

Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante (Mahmoudi et al., 2013) :

Mext
R(%) = (Mech

)*100‘

Ou:

Mext : la masse des extraits apres évaporation du solvant en g

Méch : la masse seche de 1’échantillon végétal en g

L’extrait sec obtenu est pesé et récupéré par 3 ml d’eau physiologique, puis conservé a 5°C

jusqu’a leur utilisation.

2. Détermination de D’activité cytotoxique, anti-hémolytique et anti-inflammatoire des
extraits de pétales de safran

2.1.Préparation de la suspension des GR humains

Des échantillons de sang frais (environ 8 ml) sont récupérés dans des tubes héparinisés, au niveau
du laboratoire, ou la prise de sang a été effectuée, sur des volontaires entre 20 et 45 ans. Les
différents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min,
afin d’éliminer le plasma et les cellules polynucléaires. Ensuite, le culot de GR est lavé trois fois,
avec un volume équitable de solution iso-saline. Aprés cette étape, le volume est mesuré et
reconstitué sous forme de suspension de 10 % (v/v) (GR), avec une solution isosaline et utilisé
immédiatement (Figure 11).
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Figure 11 : Photographie de la suspension des GR a 10%

2.2. Test de cyto-toxicité de I’extrait

Avant d’entreprendre le test de D’activité anti-hémolytique des pétales de safran, un test de
toxicité est nécessaire, afin de cibler les concentrations a utiliser.

Principe : Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec les extraits aqueux
des pétales de safran, a différentes concentrations (50-75-150ug/mL), dans une solution
isotonique et de suivre le taux d’hémoglobine libérée par les cellules hémolysées, dans le but
d’évaluer la cytotoxicité de ces extraits, vis-a-vis, des GR.

Mode opératoire : Le protocole suivi est celui de Bulmus et ses collaborateurs (Bulmus et
al.,2003) ou un volume de 1,6mL de I’extrait aqueux du safran, et I’acide gallique, molécule de
référence de composés phénoliques, est mélangé avec un volume de 0,4 ml de la suspension de
GR (10%). Le mélange réactionnel est incubé a 37°C, pendant 30 min, ensuite centrifuge a
3000rpm pendant 10 min et ’absorbance de 1’hémoglobine libérée est mesuré a 560 nm. En
parallele, deux contrdles sont réalisés dans les mémes conditions, en remplacant I’extrait avec de
I’eau physiologique (contrdle négatif) ou avec de 1’eau distillée (contrdle positif correspondant a
100 % d’hémolyse).

Expression des résultats : Le pourcentage d’hémolyse est calculé a partir de la formule suivante

% d’hémolyse=(At/Ac)x100

Ou : Ac = Absorbance du contrdle positif ; At = Absorbance du test.
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2.3.Evaluation de I’activité anti-hémolytique, in vitro, des extraits aqueux par la méthode de
stabilisation membranaire des GR

Principe : Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits des pétales de safran

a empécher I’hémolyse des GR, induite par 1’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la
libération de I’hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par d’autres auteurs

(Sadique et al., 1989; Oyedapo et al., 2010).

Mode opératoire : Le milieu réactionnel contenant 0,5 ml de 1’extrait du safran, du Diclofénac

sodique ou I’acide gallique a différentes concentrations (50-75-150pug/ml), mélangé avec 1,5mL

du tampon phosphate (0,9% NaCl, pH=7,4) et 2ml d’une solution hypo-saline (0,36 % NacCl), est

incubé a 37°C pendant 20 min. Ensuite 0,5 ml de la suspension de GR (10%) sont ajoutés a

chaque concentration et une deuxieme incubation est réalisée a 56°C pendant 1h

Au final, les tubes sont refroidis sous 1’eau courante et suivis par une centrifugation a 2500rpm
pendant 5min. Les absorbances du surnageant sont mesurées a 560 nm. En parallele, un contréle
est réalisé en remplagant I’extrait avec 0,5 ml du tampon phosphate

Expression des résultats : Le pourcentage de stabilité membranaire est estimé a partir de

I'expression suivante :

% de stabilité membranaire=(Ac-At/Ac)x100
Ou :Ac=Absorbance du controle. At=Absorbance du test
2.4.Activité Anti-inflammatoire des extraits aqueux de pétales de safran
Principe : La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Williams et al.,
2008). De nombreuses études ont évalué ’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur
I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines (Bouhlali et
al., 2016). L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits du safran est donc effectuée selon la
méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines (Chandra et al., 2012).
Mode opératoire : La méthode consiste a préparer quatre solutions :

1. La solution d’essai (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine
albumine (SBA, 5 %) et 0,05 ml d’extrait avec une concentration de 250 pg/ml ou de
250ng/ml ou de 250 pg/ml (test solution).

2. La solution test contréle (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 %
et 0,05 ml d’eau distillé (test control).

3. La solution contréle produit (0,5 ml) composée de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml d’extraits
avec une concentration de 250 pg/ml ou de 250 ng/ml ou de 250 pg/ml (control).

4. La solution standard test (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5%
et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium avec une concentration de 250 pg/ml

ou de 250 ng/ml ou de 250 pg/ml (étalon).
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Toutes les solutions ont été ajustées a pH 6,3 par une solution d’HCL (1N). Les échantillons
sont incubés a 37 °C pendant 20 min, ensuite la température est augmentée pour garder les
échantillons a 57° pendant 3 min. Apres refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution tampon
phosphate saline (pH=6,3) est ajoutée aux solutions ci-dessus. L’absorbance est lue par le
spectrophotometre UV —visible a 416 nm.

Expression des résultats : Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est
calculé comme suit :

% d’inhibition = 100-[(DO test solution- DO contréle / DO test controle)] x 100.

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec I’anti-
inflammatoire de référence, le diclofenac sodium.
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Rendements
Le calcul du rendement est réalisé pour la macération concernant le pétale de safran dans I’eau, il

est de 13%.

1. Activité cyto-toxique de I’extrait aqueux du pétale de safran

Le test in vitro de cyto-toxicité représenté par le pourcentage d’hémolyse des GR est effectué en
utilisant des GR d’un donneur sain en bonne santé. Plusieurs concentrations de 1’acide gallique
(polyphenol de référence) et un extrait aqueux sont testés. Le pourcentage de 1’hémolyse est calculé
en mesurant 1’absorbance de 1’hémoglobine libérée des GR par hémolyse, en comparant au contréle
négatif (C-, solution de GR dans de 1’eau physiologique, avec un taux d’hémolyse trés faible, 15%)
et au contrdle positif (C+, solution de GR dans de I’eau distillée dans le but de provoquer une
hémolyse totale, 100% d’hémolyse).

Les résultats obtenus sont représentés dans le TableauA.1 dans les annexes et la figure 12.

Nos résultats montrent que la cyto-toxicité est minime a la concentration de 50 pug/mL et elle est
dose-dépendante c’est-a-dire elle est directement proportionnelle a la concentration. Plus cette
derniére augmente et plus nous avons une cyto-toxicité significative.

L acide gallique a un effet hémolytique de 54.13% a la concentration de 150 ug/mL comparé a
I’extrait aqueux des pétales de safran qui le dépasse avec ses 55%, donc, on remarque que 1’effet
des extraits aqueux des pétales de safran est similaire a celui de ’acide gallique.

On peut alors constater que la concentration de 50ug/mL demeure la meilleure pour une activité

cyto-toxique €levée de I’extrait aqueux des pétales.
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Figure 12 : Comparaison des pourcentages de tests de cytotoxicité entre 1’acide gallique et les
extraits aqueux du pétale de safran.
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C-:15% ; C+:100%
2. Activité anti-hémolytique (stabilisation membranaire des GR) de I’extrait aqueux du pétale
de safran

La méthode de stabilisation de la membrane des GR a été utilisé dans le test afin de réaliser
I’étude de I’activité anti-hémolytique in vitro de I’extrait aqueux des pétales de safran.

La stabilisation membranaire est évaluée par le taux de libération de I’hémoglobine a 560 nm
pour la concentration de I’extrait aqueux utilisé et en le comparant a 1’acide gallique étant un
polyphénol a activité anti-hémolytique.

Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau A.2 dans les annexes et dans la figure 13.

Nos résultats montrent que les extraits aqueux ont un effet anti-hémolytique meilleur a la
concentration de 50 pg/mL, et diminue plus la concentration augmente, d’ou I’augmentation de
I’hémolyse.

L’acide gallique représente un effet anti-hémolytique fort (65.63%) a la concentration de 50
pg/mL qui est un peu plus grand, en comparaison avec 1’extrait aqueux des pétales de safran
(52.26%). Cet effet anti-hémolytique diminue a un taux de 37,18 % a la concentration de 75 pg/mL
et arrive & 28.44 % a la concentration de 150 pug/mL et s’approches des extraits de pétales de safran,
plus la concentration augmente (Figure 13).

Le taux alors, d’hémolyse des GR de I’acide gallique est plus qu’avec les extraits aqueux des
pétales de safran. On remarque que quelque soit la concentration utilisée, 1’acide gallique dépasse

toujours les extraits aqueux des pétales de safran.
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Figure 13 : Comparaison des pourcentages de I’hémolyse des GR par I’extrait aqueux des pétales
de safran
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3. Activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux du pétale de safran

La méthode de I’inhibition de la dénaturation protéique est la plus convenable pour 1’évaluation
in vitro de I’activité anti inflammatoire de I’extrait. La protéine utilisée pour ces tests est le sérum
albumine bovine (SBA).

Les résultats de I’inhibition de la dénaturation de la SBA sont donnés dans le Tableau A.3 dans
les annexes et la figure 14.

L’activité anti-inflammatoire d’extrait aqueux des pétales de safran, a été interprétée en
histogramme dans la figure suivante (Figure 14), comparant a 1’activité du diclofénac, a savoir qu’il
est un médicament anti-inflammatoire.

Nos résultats montrent qu’a une concentration de 50ug/mL, les pourcentages des tests des
extraits aqueux et du diclofénac sont presque égaux tandis qu’a une concentration de 75ug/mL, les
extraits aqueux sont d’une activité anti-iflammatoire supérieure a celle du diclofénac (96.15%), or
en atteignant une concentration double de 150ug/mL, on constate que le pourcentage des extraits
aqueux diminue. D’ou, 75ug/mL est la meilleure pour une activité anti-inlammatoire optimale des

pétales de safran.
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Figure 14 : Comparaison des pourcentages de tests anti inflammatoires entre le diclofénac et les
extraits aqueux du pétale de safran
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Discussion

Le safran est une épice bien connue, produite depuis longtemps, principalement dans le bassin
méditerranéen. Au cours des dernieres années, le safran a été considéré comme une culture
alternative pour la diversification de I'agriculture et une nouvelle source de revenus, du fait de son
prix élevé (Matteo et al., 2020). L’intérét médicinal et thérapeutique du safran est di a sa riche

composition en polyphénols, en flavonoides et tanins (Al-faraji, 2017).

Les recherches, aujourd’hui, se concentrent sur les qualités que posséde le safran dans le but de
découvrir ses composés bioactifs, bien que les stigmates ne représentent qu’une tres faible partie de la
plante, elle demeure la partie la plus étudiée par les scientifiques et pourtant, les pétales n’ont été que

tres peu étudieés.

Les pétales constituent les bio-résidus les plus abondants du safran. Comme ils sont source
naturelle de polyphénols aux propriétés antioxydantes, ils pourraient étre transformes pour générer de
précieux produits de bioraffinerie pour des applications dans les industries pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires et devenir une nouvelle source de revenus tout en réduisant les
biodéchets (Matteo et al., 2020).

Cette étude a pour but d’évaluer les activités biologiques des pétales de safran dont I’activité cyto-
toxique, anti-hémolytique et anti inflammatoire qui peuvent présenter des caractéristiques similaires a
celles des stigmates. En effet, I'importance du safran pour différents types de maladies dans la
médecine populaire est bien connue (Lautenschlager et al., 2013). Cependant, les fleurs de safran
sont considérées comme déchets utilisées uniquement comme engrais. Des rapports récents ont
identifié une activité pharmacologique dans des extraits de pétales de safran (Hosseinzadeh et al.,
2002 ; Fatehi et al., 2003 ). Cela appelle a des études plus approfondies, notamment en tant qu'agent

chimiothérapeutique prometteur dans le traitement du cancer a I'avenir (Somayeh, 2015).

Dans notre étude, nous avons utilisé I’extrait aqueux des pétales de safran. Il est difficile d’aboutir
a une comparaison exacte aux résultats de la bibliographie vu la variabilité des parameétres, car le
rendement dépend de plusieurs paramétres tels que les propriétés chimiques de la plante étudiée, le

solvant utilisé et I’humidité.

Le rendement de I’extrait aqueux du pétale de safran est de 13%. Nos résultats sont presque
similaires a d’autres études, qui ont obtenu un pourcentage de 16.045% (Belarbi et Belabasse,
2022).

La présence des polyphénols est plus importante dans la fraction aqueuse comparativement a
d’autres fractions méthanolique et éthanolique, ceci peut étre expliqué du fait que les polyphénols

sont des composés phénoliques hydrosolubles (Belarbi et Belabasse, 2022).

En ce qui concerne la cyto-toxicité, elle est la capacité d’un matériau d’essai (agent biologique ou
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chimique) a causer des dommages aux membranes des cellules vivantes ou la mort des cellules,
altérant ainsi la viabilité des cellules. Les tests de cyto-toxicité reposent sur un raisonnement simple
comme le reflet d’un dommage chimique aux membranes cellulaires et corréle cette mesure a des
criteres de stimulation établis. L’un des avantages de ce test est qu’il est facile a réaliser et que les
matériaux sont facilement disponibles, tels que les GR (Singleton et al., 1994). Ainsi, selon Novaes
et ses collaborateurs, I’étude de la cyto-toxicité des extraits de végétaux, in vitro, est souvent
effectuée en utilisant le GR comme modeéle.

De plus, les GR sont trés sensibles aux substances chimiques et toute toxicité se manifeste par une
cytolyse et hémolyse. Cette derniére entraine la libération de I'hnémoglobine et d'autres composants
internes dans le fluide environnant, ce qui peut étre détecté visuellement par I’apparition d’une teinte

rose a rouge (Lee et Feldman, 1997).

Nos résultats démontrent une bonne diminution de la toxicité a des concentrations de 50 et
75pg/mL, respectivement. Cet effet est similaire a celui de I’acide gallique qu’est la molécule de
référence dans ce test. Cependant, les extraits aqueux du pétale de safran, ont un effet de cyto-toxicité
dépendant de la concentration de la matiere végétale, de la méthode utilisée pour I'extraction et de la

durée d’exposition de ce dernier dans le solvant.

Ces résultats peuvent étre expliqués du fait qu’a une concentration élevée, parmi les constituants
de plantes, les flavonoides sont induits dans l'oxydation de I'némoglobine, la perturbation de la
structure membranaire et 1’augmentation de la conductimétrie et donc I'nhémolyse des érythrocytes, &

cause des effets pro-oxydants qu’ils peuvent susciter (Galati et al., 2002).

Aussi, d’autres études ont constaté que le safran peut inhiber la croissance de certaines cellules

pathogenes comme les cellules cancéreuses (Feizzadeh et al., 2008).

Par ailleurs, dans d’autres recherches, d’apreés (Hosseini et al, 2018) et selon les études
toxicologiques, si I’on prend les stigmates de safran par exemple, leur toxicité, est plus importante
que celle des pétales. Selon cette étude, les pétales de safran peuvent étre utilisés comme médicament

alternatif ou complémentaire en médecine.

Toutefois, maintes recherches ont prouvé que les extraits de plantes médicinales sont tres efficaces
sur la stabilisation de la membrane du GR (Sadique et al.,, 1989; Oyedapo et al., 2010 ;
Gadamsetty et al., 2013). La méthode anti-hémolytique des GR est donc, la meilleure méthode pour
déterminer, in vitro, le pourcentage de la stabilisation membranaire (Oyedapo et al., 2010). La
membrane érythrocytaire ressemble a la membrane lysosomale, dont la stabilisation est importante
afin de limiter la réponse inflammatoire, qui empéche la libération de constituants lysosomaux de
neutrophiles activés, comme les enzymes bactéricides et les protéases, ce qui provoque une

inflammation tissulaire et des dégats, suite a une libération cellulaire supplémentaire (Murugasan et
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al., 1981).

L'activité anti- hémolytique des extraits de plantes dépend de leur composition chimique et aussi
de leurs concentrations (Costa-Lotufo et al., 2005).

Selon les résultats obtenus avec I’extrait aqueux, plus la concentration diminue les pétales de
safran ont un meilleur effet anti-hémolytique, la concentration de 50 pg/mL demeure la mieux
considérée, similaire a celle de ’acide gallique dont I’effet est proche de celui de I’extrait des pétales

et diminue a des concentrations élevée.

Ces résultats peuvent étre expliqués du fait que les GR sont considérés comme une cible majeure
pour les radicaux libres a cause de la présence a la fois d'une forte concentration membranaire
d'acides gras polyinsaturés et du transport d'oxygene associé aux molécules d'hémoglobines actives,
qui sont des promoteurs puissants d'especes réactives de I'oxygene (Ebrahimzadeh et al., 2009).

D’autres études ont également démontré que 1’extrait de safran obtenu a partir de la fleur contenait
de grandes quantités de composants poly-phénoliques qui peuvent réduire efficacement l'activité des
radicaux libres et fournir une forte protection sur différentes cellules contre certains dommages
oxydatifs, mais cette protection est dose-dépendante. Il a été démontré aussi que le safran est une
excellente source d'antioxydants, possede une capacité antioxydante supérieure a celle du raisin blanc
(Makhlouf et al. 2011). L'activité anti-hémolytique du safran et de ses ingrédients est également
étudiée chez Khalili et ses collaborateurs (Khalili et al., 2014), qui ont constaté que I'extraction de
safran inhibait fortement I'némolyse induite par H.O> dans le sang des souris. Cette découverte est
similaire aux résultats de (Okan et al., 2016) indiquant que le safran et ses ingrédients actifs sont
connus pour exercer un effet protecteur contre le stress oxydatif (Sebastin et al., 2016). Donc, un
effet protecteur contre les dommages sur les cellules somatiques ainsi que sur les érythrocytes est
observé. Dans cette étude les ingrédients actifs du safran, a savoir le safranal et la crocine ont exercé
un effet protecteur sur l'augmentation de la fragilité des érythrocytes induite par le
tétrachlorométhane (CCL4), un produit chimique transparent, ininflammable et toxique qui peut
s'évaporer rapidement de sa forme liquide (Kus et al., 2005). Une exposition plus longue a ces

ingrédients peut également résultats significatifs sur les paramétres hématologiques.

Le traitement actuel de I’inflammation s’effectue grace aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens. Ces molécules bien qu’elles soient efficaces, présentent le plus

souvent des effets secondaires indésirables, qui peuvent empécher leur utilisation a long terme.

Le Diclofénac sodique (acide phényl acétique), est I'un des médicaments anti—inflammatoires non
stéroidiens le plus utilisé, grace a ses propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques
puissantes. C’est un inhibiteur de la COX-2 et agit en diminuant le niveau d'acide arachidonique libre

(Goodman et Gilman, 2001). Des études ont démontré que de nombreux flavonoides et polyphénols
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présents dans certaines plantes et contribuent de maniére significative a 1’activité anti-inflammatoire
(Luo et al., 2002 ; Okoli et Akah, 2004).

En outre, des risques d’altérations dangereuses comme la dénaturation de protéines subissant une
perte de leur structure et qui méne a 1’exposition d’auto-antigene (Clos, 2012), sont provoqués par
une activation incontr6lée ou prolongée de I’inflammation in vivo, et ceci donnant naissance a de

graves maladies (Lanneau, 2010).

En effet, la dénaturation protéique est un processus durant lequel la protéine perd sa conformation
tridimensionnelle, suite a son exposition a la chaleur, a un agent infectieux ou chimique (acide ou
base forte) (Lanneau, 2010), perturbant certains sites qui vont devenir des auto-antigenes (Jacquier-
Sarlin et Polla, 1994). Les agents qui possédent des propriétés protectives contre cette dénaturation
protéique, seraient alors, de bons candidats pour le développement de nouvelles molécules a caractére
anti-inflammatoire (Chandra et al., 2012). L’activité anti-dénaturante des extraits pourrait étre le
résultat de 1’interaction de certains composants avec deux sites présents au niveau de certaines
protéines (Williams et al, 2002 in Duganath et al., 2010).

Cependant, on remarque que 1’activité anti-inflammatoire des pétales de safran est optimale a une
concentration de 75 pg/mL, et diminue donc a des doses supérieures, notamment comme dans notre
travail a 150 pg/mL. Quant au diclofénac, 1’activité anti-inflammatoire augmente a des
concentrations élevées. Comparativement aux stigmates et dans une étude menée par (Benmostefa et
Guellil, 2017), ceux-ci ont présentent une activité anti-inflammatoire plus élevée que celle des
pétales, les flavonoides restent majoritairement élevés au niveau des stigmates comparés aux pétales,
La présence de flavonoides, de tanins, d'anthocyanines, d'alcaloides et de saponines peut étre la cause

de P’activité anti-inflammatoire aigué et/ou chronique (Srivastava et al., 2010).

Dans les recherches menées par Lu et ses collaborateurs (2008), on approuve que les composants
des plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle, doivent leurs effets pharmaceutiques a
leur capacité de se lier aux protéines plasmatiques. En effet, selon une étude précédente de Dufour et
Dangles (2004) sur I’interaction des flavonoides avec 1’albumine, cette derniére posséde une forte
affinité pour la quercetine, ce qui pourrait expliquer I’activité protectrice des polyphénols contre la

dénaturation thermique de I’albumine.
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Conclusion

Le travail effectue tout au long de ce mémoire a permis de souligner les effets des pétales de

safran, qui font aujourd’hui leur entrée dans la médication occidentale.
Le safran a été présent dans toutes les civilisations, que ce soit pour son réle culinaire, pour sa qualité
de colorant ou pour ses caractéristiques ancestrales enracinées dans la médecine populaire. En effet,
les propriétes des pétales, cyto-toxique, anti-hémolytique et anti-inflammatoire ont été reconnues au
cours des derniers siecles, leur conférant une place notable dans le Codex ou figuraient plusieurs
préparations pharmaceutiques.

Dans ce travail de Master, nous avons procéder avec la méthode de I’extraction aqueuse pour
extraire les polyphéenols du pétale de safran, puis nous avons testé leurs activités biologiques in vitro.
Cette extraction a donné un bon rendement de 13%.

Nos résultats ont montré que les extraits du pétale de safran sont faiblement toxiques a la
concentration de 50 pg/mL puisqu’ils induisent une faible activité hémolytique.

Les résultats de ce présent mémoire montrent, également, que ces extraits sont pourvus des effets
anti-hémolytique et en comparant a la molécule de composés phénoliques testée, a savoir ’acide
gallique. Ainsi, ils engendrent une stabilitt membranaire du globule rouge qui est similaires a
d’autres membranes cellulaires comme la membrane lysosomale. Les extraits du pétale de safran
présentent alors, une bonne activité anti-hémolytique.

De nos jours, le traitement de I’inflammation nécessite des anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens. Ces molécules, étant efficaces mais présentent le plus souvent
des effets secondaires indésirables a long terme. Dans ce contexte, le recours aux solutions
alternatives comme les principes bioactifs extraits de plantes, peut étre une bonne voie a explorer
pour la conception de nouvelles molécules efficaces et sans effets secondaires. Les différents extraits
du pétale ont aussi montré une inhibition efficace de la dénaturation thermique de 1’albumine sérique
avec des pourcentages maximaux de 52.26%. Ils possédent alors, une activité anti-inflammatoire
surtout a faible concentration.

Ce travail permet donc de conclure que le pétale de safran n’est pas un déchet et ne doit pas étre
jeté. Toutefois, il contient des molécules bioactives qui peuvent étre extraites et utilisées dans
différents domaines.

A cet effet, les résultats obtenus ouvriront de larges perspectives pour d’autres recherches en vue
de:

- La détermination et la purification des molécules bioactives responsables de 1’activité.
- L’évaluation de leur activité anti-inflammatoire in vivo en étudiant la toxicité.

- La détermination de leur mécanisme et de leur mode d’action.
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Test cyto-toxicité Acide gallique Extrait aqueux
150mg/ml 54.13 55
75mg/ml 37.14 35
50mg/ml 28.48 27.14

Annexe A. 1: Test de cyto-toxicité (pourcentage d’hémolyse) de I’acide gallique et de 1’extrait
aqueux du pétale de safran.

hgrzsc;cljtr:gl;e Acide gallique Extrait aqueux
150mg/ml 28.44 27.47
75mg/ml 37.18 31.55
50mg/ml 65.63 52.26

pétale de safran.

Annexe A. 2 : Test anti-hémolytique (Pourcentage de stabilit¢ membranaire) de 1’extrait aqueux du

_ Testanti- diclofénac Extrait aqueux
inflammatoire
150mg/ml 98.07 77.88
75mg/ml 86.53 96.15
50mg/ml 96.15 95.15

Annexe A. 3 : Test anti-inflammatoire (Pourcentage de 1’inhibition de la dénaturation des protéines)

de I’extrait aqueux du pétale de safran.
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