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Abstract

Saffron is one of the world's most expensive spices, with interesting medicinal properties.

The saffron industry produces large by-products, including petals with potential bioactive
compounds, which are cheap and abundant, an attractive alternative for the extraction of bioactive
components. Saffron petals contain a variety of bioactive compounds (polyphenols, flavonoids, and

anthocyanins).

Our work focuses on the in-vitro study of the anti-hemolytic, anti-inflammatory and cytotoxic
effects of the ethanolic extract of saffron petals at doses of 50, 75 and 150 pg/ml, with gallic acid as

the reference.

The results obtained show that the 50 pg/ml concentration is the most interesting, as it presents
a low percentage of cytotoxicity while retaining a protective effect on membranes and an anti-
inflammatory effect.

These bioactive properties open up new prospects for the development of natural therapeutic
treatments. The valorization of saffron petals optimizes the use of the whole plant, and contributes to
the search for alternative and sustainable medical solutions.

Keywords: Crocus sativus. L, saffron, crocin, picrocrocin, safranal, anti-inflammatory activity,
cytotoxic activity, petal saffron.



Résumé

Le safran est 'une des épices les plus chéres au monde et posséde des propriétés médicinales

intéressantes.

L’industrie du safran produit de gros sous-produits, y compris des pétales avec des composés
bioactifs potentiels, qui sont bon marché et abondants, une alternative attrayante pour 1’extraction de
composants bioactifs. Les pétales de safran contiennent une variété de composés bioactifs

(polyphénols, flavonoides, et des anthocyanines).

Notre travail porte sur I’étude in-vitro des effets anti-hémolytiques, anti-inflammatoires et
cytotoxiques de 1’extrait hydro éthanolique des pétales de safran aux doses de 50, 75 et 150 pg/ml,

avec pour référence I'acide gallique.

Les résultats obtenus montrent que la concentration de 50 pg/ml est la plus intéressante, car elle
présente un faible pourcentage de cytotoxicité tout en conservant un effet protecteur sur les

membranes et un effet anti-inflammatoire

Ces propriétés bioactives ouvrent de nouvelles perspectives pour le développement de
traitements thérapeutiques naturels. La valorisation des pétales de safran optimise I'utilisation de la

plante entiere, et contribue a la recherche de solutions médicales alternatives et durables.

Mots clés : Crocus sativus. L, safran, crocine, picrocrocine, safranal, activité anti-inflammatoire,
activité cytotoxique, pétale de safran.
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INTRODUCTION



Depuis longtemps, les plantes médicinales jouent un réle important dans les cultures et les

traditions différentes des nations musulmanes.

Safran, le nom vernaculaire pour Crocus sativus (CS), est une plante vivace, appartenant aux
iridacées. Il est cultivé dans divers pays tels que 1’Iran, Gréce, Espagne, Chine et Turquie (Bostan et

al., 2017)

Le (Cs) represente 90 % de la production mondiale de safran. Ses fleurs, également connues sous
le nom de safran, sont des épices et des plantes médicinales précieuses avec des propriétés bénéfiques
pour la santé pour réduire la tension artérielle et soulager les symptémes de la dépression, ainsi que
des propriétés antioxydantes, anti radicalaires, chélatrices de metaux, anticancéreuses et antifongiques
(Serrano-Diaz et al., 2013)

L'industrie du safran génére d'importants sous-produits, notamment de grandes quantités de
pétales contenant des composes bioactifs potentiels. Environ 98,5 % de la fleur de safran est finalement
jetée comme déchet, puisque seulement 15g d'épice peuvent étre produits a partir de 1 kg de fleurs au
cours du processus de production. Cela conduit a un grand nombre de sous-produits. De nombreux
composants phytochimiques, notamment les flavonoides, les anthocyanes, les caroténoides, les acides
phénoligues, les monoterpénoides, les alcaloides, les glycosides et les saponines, sont présents dans les
sous-produits du safran. Ces pétales sont bon marché et abondantes, ce qui en fait une alternative
intéressante aux stigmates colteux pour I'extraction de composants bioactifs, en particulier lors de

I'extraction de ces derniers (Jabbari et al., 2024).

Dans cette optique, notre travail de Master a pour objectif de déterminer in vitro la cytotoxicité des
extraits éthanoliques des pétales de safran, et leurs activités biologiques a savoir leur activité anti-
hémolytique, anti-inflammatoire. Le but de cette étude est de valoriser les pétales de safran et de les

exploiter dans plusieurs domaines comme la nutrition, la cosmétique et la pharmacologie.
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Présentation de la plante étudiée (Crocus sativus. L)
I.1. Généralité sur le safran

I.1.1. Définition

Le safran est une épice utilisée depuis plus de 3 000 ans. Crocus sativus L., (CS), plante dont
est extrait le safran a partir des stigmates séchées des fleurs, elle a parcouru les siécles et essaimé
dans les différentes régions du globe (Palomares, 2015). Il est principalement distribué en
Meéditerranée, en Europe et en Asie occidentale. Le safran d’Iran représente pres de 90 % de la
production mondiale (Mir et al., 2022).

Il ne s’agit pas d’une plante sauvage car elle doit tout a la main de I’homme qui a su la cultiver,
la choyer, et I’importer tout autour du bassin méditerranéen (Palomares, 2015)
Le safran, est également désigné par ’appellation « or rouge », appellation hautement justifiée
puisqu’elle est d’une grande valeur commerciale issue de stigmates de la fleur du safran d’aprés les
producteurs a travers le monde, il faut 75000 fleurs ou encore 225000 stigmates triés pour produire
0,5 Kg de safran, d’ou son prix prohibitif, 10 fois plus élevé que celui de la vanille et 50 fois plus
¢levé que la cardamome. C’est 1’épice la plus chére au monde (CRSTRA, 2012).
Le nom "safran™ est dérivé du latin safranum, lui-méme inspiré de I’arabe "zaafaran" dont la racine
exprime une notion essentielle, la couleur jaune. Le nom de genre "Crocus™ vient du grec Krokos, qui
veut dire "filament", par allusion aux stigmates de la plante. Le terme "sativus", quant a lui, signifie
"cultivé", car le Crocus sativus, par sa reproduction végétative, ne peut se multiplier sans la main de
I’homme (Dupont, 2001).

La consommation de safran augmente quotidiennement, en raison de ses propriétés
thérapeutiques. Par conséquent, cette demande croissante de safran a poussé les agriculteurs a cultiver
le safran dans différents pays du monde. De nombreuses études ont été conclues en soulignant le réle

du safran dans ’atténuation de diverses maladies.

1.1.2. Nomenclature

e Nom scientifique : Crocus sativus L.

e Noms communs : safran, fleur de Crocus sativus
e Anglais : Safran crocus

e Francais : safran, safran cultivé, safran de Géatinais

e Arabe : Azzaafarane AzzaafaraneAlhorr, Azzaafarane Chaara (Rahmouni et Reghis, 2016).
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1.2. Classification scientifique :

Tableau 1. Classification scientifique du safran (Source : Palomares C., 2015)

Régne Végétal

Embranchement Spermatophyte
Sous-embranchement Angiospermes (Magnoliophyta)
Classe Monocotylédones (Liliopsida)
Sous-classe Liliidae

Ordre Liliales

Famille Iridaceae

Sous-famille Crocoideae

Genre Crocus

Espéce Crocus sativus L.

Selon la classification botanique de Cronquist de 1981, Crocus sativus L. appartient & :

La plante safran appartient a la famille des Iridacées qui comprend 1 800 espéeces dont les iris,
les glaieuls, les crocus. Ces Plantes ont pour caractéristiques communes un ovaire infere et un
androcée comportant trois Etamines disposées en un seul verticille. Notons qu’il existe deux groupes
de crocus ; le premier a floraison automnale comme Crocus sativus L. et le second a floraison

printaniere tels que Crocus vernus L.

Parmi les 85 espéces appartenant au genre crocus, le safran est I’espéce la plus fascinante (Dupont,
2007).

1.3. Desciption botanique

Cette plante herbacée vivace (Eigure 1 A) atteint 10 & 25 cm de hauteur en se développant a partir
de ses bulbes. Le bulbe, de forme sub-ovoide, est de taille et de formes variables. Il a une structure
massive et est recouvert de nombreuses spathes concentriques. Chaque bulbe mére produit a partir
des bourgeons apicaux un a trois gros bulbes filles et plusieurs petits bulbes a partir des bourgeons

latéraux.
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Le safran posséde deux types de racines : des racines fibreuses et fines a la base du bulbe mére, et
des racines contractiles formées a la base des bourgeons latéraux (Figure 1 B). Les feuilles varient
de cing a 11 par bourgeon (Eigure 1 C). lls sont tres étroits et mesurent entre 1,5 et 2,5mm de couleur
vert fonceé. Ils mesurent 20 a 60 cm de longueur avec une bande blanchatre a l'intérieur et une cote a

I'extérieur.

Les fleurs du safran commencent a apparaitre au début de I'automne, vers la fin septembre de
couleur violette composée de six tépales, trois internes, tandis que les trois autres sont externes, qui
se rejoignent au niveau du long tube qui nait de la partie supérieure de l'ovaire (Figure 1 C). A leur
apparition, les fleurs sont protégées par des bractées membraneuses blanchatres. Le pistil est composé
d'un ovaire infere d'ou nait un style fin, long de 9 a 10 cm. Le style se termine par un stigmate unique
composé de trois filaments de couleur rouge intense dont la longueur dépasse celle des pétales
(Figure 2), qui sont la partie de la plante intéressante pour I'nomme du point de vue de la culture
(Mzabri et al., 2019).

Selon certains rapports, cette espece est un triploide stérile et ne produit donc pas de graines
fertiles. Le (Cs) est tres probablement issu de Crocus cartwrightianus Herbert (diploide), présent en
Grece orientale, qui se distingue du safran que nous connaissons par des stigmates moins développés
mais néanmoins comestibles. La mutation a 1’origine de cet hybride remonterait & une époque tres
ancienne, entre 1 500 et 500 ans avant notre ere, et les cormus actuels ne seraient donc, d’aprées des
recherches ADN récentes, que des clones d’un premier ancétre hybride commun, au capital génétique
similaire. C’est la sélection par des agriculteurs grecs de spécimens de Crocus cartwrightianus avec
des stigmates particulierement longs qui seraient a I’origine de I’apparition du premier (Cs) en Crete.
Il n’est pas exclu que d’autres espéces de Crocus tels que Crocus thomasii et Crocus pallasii aient
participé aux hybridations qui ont donné (Cs). Ce dernier ne fructifie jamais (son pollen est stérile)
excepté s’il est pollinisé par Crocus cartwrightianus ou une autre espece apparentée telle que Crocus
thomasii. Sa multiplication ne se fait donc que par I’intermédiaire de la partition des bulbes (Crozet
etal., 2012).

La germination peut prendre de 1 a 6 mois a 18 °C. Il faut 3 ans pour que les plantes puissent
fleurir a partir de graines (Srivastava et al., 2010).
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Figure 1 Morphologie de la plante Crocus sativus : ( A) plante de safran ; (B)
types de racines du safran ; ( C ) feuilles de safran ; ( D) fleur de safran
(Traditional and Modern Uses of Saffron (Crocus Sativus) - Scientific Figure on
ResearchGate)

Figure 2 les organes de la fleur

1- Pétale  2-Stigmate  3- Etamine
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1.4. La culture du safran

La culture du safran est une activité agricole délicate et laborieuse, nécessitant des conditions

specifiques pour produire cette épice précieuse (Figure 3).

Le safran préfére les climats arides et semi-arides avec des étés chauds et secs et des hivers froids.
La température optimale pour la croissance du Crocus sativus varie entre 15°C et 20°C. Des
températures trop élevées ou trop basses peuvent affecter la floraison et la qualité du safran (Negbi,
1999).

Le safran prospere dans des sols bien drainés, riches en matiere organique et Iégérement alcalins
(pH entre 6 et 8). Les sols argilo-sableux ou limoneux sont idéaux. Un bon drainage est crucial car

I'exces d'humidité peut entrainer la pourriture des bulbes (Fernandez, 2004).

Le safran est cultivé a partir de bulbes ou cormes, généralement plantés en été ou au début de
I'automne. Les cormes de haute qualité, exempts de maladies, sont essentiels pour une bonne récolte.
Ils doivent étre plantés a une profondeur de 10-15 cm et espacés de 10-15 cm les uns des autres
(McGimpsey et al., 1997).

1.5. Récolte et rendement du safran :

Ce sont les stigmates orange vif de la fleur qui constituent le safran. En début de floraison, en
septembre ou octobre, les fleurs sont coupées puis les stigmates sont préleves (Figure 4) et mis a
sécher dans un local aéré. lls sont ensuite conservés dans un bocal hermétique (Polese et Devaux,
2001).

Le rendement moyen d'un hectare de safran dépend des conditions du milieu et de I’age de la
safraniere et peut atteindre plus de 10 kg/ha. La durée de stockage du safran est longue si les
conditions de conservation sont optimales. La qualité du safran peut étre maintenue durant plus de 3
ans. Comme c'est une épice hygroscopique, elle doit étre conservée dans un endroit sec, a I'abri de la
lumiere et de l'air. L'utilisation des conteneurs en verre colorés ou opaques, fermeés hermétiquement
et placés dans un endroit sec constitue une bonne méthode de préservation de la qualité du safran
(Chahine, 2014).
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4 .‘('T‘
3

< -

Figure 3 Culture du safran en Algérie (https://elwatan-dz.com/culture-du-safran-
en-algerie-lor-rouge-pour-redynamiser-les-zones-rurales)

Figure 4: L’émondage du stigmate de safran (https://fr.123rf.com/stock-
photo/indian_saffron.html)
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I1. Etude phytochimique du safran

1.1. Principaux constituants chimiques du safran

Compte tenu de son large éventail d’utilisations médicales, le safran a fait I’objet de recherches
phytochimiques et biochimiques approfondies et plusieurs composants bioactifs ont été isolés
(Srivastava et al., 2010).

1.1.1. Composés chimiques des stigmates:

Les stigmates sont les plus anciennes parties utilisées du safran dans un but médicinal. La formule
générale de composition des stigmates de safran est la suivante :
e cau (14 416 %).
e glucides (12 a 15 %).
e matiéres azotées (13 %).
e non azotées (41 a 44 %).
o fibres (4 a5 %).
e huiles essentielles (0,6 4 0,9 %).
e cendres (4 a6 %).
e Plus de 150 composés aromatiques (volatils) et non volatils sont présents dans le

safran, dont les caroténoides, qui lui donnent son pouvoir colorant. A ce jour, seuls 40

a 50 composants ont pu étre identifiés.

Schématiquement, on peut dire que les stigmates de safran sont composés de :
— caroténoides dont principalement la crocine ;
— anthocyanes ;
— huile essentielle (< 1 %), dont le composant majoritaire est le safranal (aldéhyde terpénique);
— flavonoides (quercétine et kaempférol) ;
— polysaccharides ;
— protéines, acides aminés ;

— minéraux (Mn, Cu, K, Na, Fe et N) ;
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— vitamine B1 (thiamine) : 0,7—4 pg/g, vitamine B2 (riboflavine) : 56-138 ng/g ;

—résine.(Crozet et al., 2012).

Les composants caractéristiques du safran sont la crocine-(responsable de la couleur),

picrocrocine- (responsable du godt amer), et safranal- (responsable de I’odeur et de I’ar6me).

11.1.1.1. Crocine

L’a-crocine est la molécule responsable de la couleur jaune-orange d’or du safran. C’est un

caroténoide a 1’origine de I’ardme du safran. C’est un pigment présent a hauteur de 10 % dans la

masse du safran frais. L’a-crocine est un colorant idéal pour tous les aliments basés sur I’eau comme

les plats a base de riz (Palomares, 2015).

Les propriétés chimiques de la crocine :

La crocine est un caroténoide glycosylé. Il s'agit en fait d'un diéster digentiobiosidique de la
croceétine (acide crocétique).

Sa formule chimique est C4sHs4024 (Figure 5), et elle a une masse molaire de 976.96 g/mol.
La crocine existe sous plusieurs isomeres, les principaux étant la crocine-1 (trans-crocine-4)
et d'autres isomeéres cis (Bouvier et al., 2005).

La crocine est hydrosoluble, ce qui la distingue de nombreux autres caroténoides qui sont
généralement liposolubles. Cette solubilité dans I'eau facilite son utilisation dans des
applications alimentaires et médicinales.

La crocine est relativement stable a la chaleur, mais elle peut se dégrader sous I'effet de la
lumiére et du pH extréme. Elle se décompose en crocétine et en sucres sous certaines

conditions de traitement (Sanchez et al., 2008).

11.1.1.2. Picrocrocine :

La picrocrocine est un composé qui a le godt amer du safran. Cette molécule posséde des

propriétés insecticides et pesticides et se retrouve dans 4% du safran séché. La picrocrocine est une

version tronquée de la zéaxanthine caroténoide. La zéaxanthine est également I'un des caroténoides

naturels présents dans la rétine de I'ceil humain (Palomares, 2015).

Les propriétés chimiques de la picrocrocine :
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La picrocrocine est un glucoside monoterpénique, chimiquement connue sous le nom de 4-
(B-D-glucopyranosyloxy)-2,6,6-triméthyl-1-cyclohexéene-1-carboxaldéhyde.

Sa formule chimique est C16H2607 (Figure 6), et elle possede une masse molaire de 330.37
g/mol (Escribano et al., 1996).

La picrocrocine est dérivée du caroténoide zeaxanthine. Pendant le processus de séchage du
safran, la picrocrocine se dégrade en safranal et D-glucose. Le safranal est responsable de
I'aréme caractéristique du safran.

Cette dégradation est catalysée par la chaleur et les enzymes présentes dans les stigmates de
Crocus sativus (Carmona et al., 2006; Straubinger et Winterhalter, 2000).

La picrocrocine est soluble dans I'eau et les solvants organiques polaires, ce qui permet son

extraction lors de la préparation culinaire et médicinale du safran (Abdullaev, 1993).

11.1.1.3. Safranel

Le safranal est I'un des principaux composés volatils du safran, responsable de son aréme

caractéristique. C'est un composeé terpénoide qui se forme a partir de la dégradation de la picrocrocine

lors du séchage du safran

Propriétes chimiques du safranel :

Le safranal est un monoterpénoide. Sa formule chimique est C10H140 (Figure 7), et sa masse
molaire est de 150.22 g/mol.

La structure du safranal est celle d'un aldéhyde terpénoide, spécifiquement le 2,6,6-triméthyl-
1,3-cyclohexadiene-1-carboxaldéhyde (Carmona et al., 2006; Straubinger et
Winterhalter, 2000).

Le safranal est formé par la dégradation thermique de la picrocrocine, un processus qui se
produit principalement lors du séchage des stigmates de Crocus sativus. La picrocrocine se
décompose en safranal et en glucose.

Cette dégradation est favorisée par la chaleur et se produit plus efficacement a des
températures élevées utilisées pendant le sechage du safran (Sanchez et al., 2008)

Le safranal est soluble dans les solvants organiques tels que I'éthanol, le méthanol et les huiles
essentielles. Il est Iégerement soluble dans I'eau.

Il est relativement stable a température ambiante mais peut se dégrader sous I'effet de la
lumiere et de l'air, ce qui peut entrainer une perte d'aréme au fil du temps (Asgarpanah et
Kazemivash, 2013).
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Figure 7 Structure chimique du safranel (Badie Bostan et
al., 2017)
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11.1.2. Les composeés chimiques des pétales de safran

Les pétales de safran, bien que moins étudiées que les stigmates, contiennent plusieurs
composés chimiques intéressants mais avec une composition chimique différente. Les principaux

constituants chimiques présents dans les pétales sont :
11.1.2.1. Flavonoides :

Les pétales de safran sont riches en flavonoides, qui sont des composés phénoliques connus
pour leurs propriétés antioxydantes. Les principaux flavonoides identifiés incluent la quercétine, le
kaempférol et leurs dérivés glycosylés (Karimi et al., 2010)

11.1.2.2. Anthocyanines :

Les anthocyanines sont responsables de la coloration violette des pétales. Les principaux
anthocyanines présents dans les pétales incluent la delphinidine, la cyanidine et leurs dérivés
(Abdullaev et Frenkel, 1999).

11.1.2.3. Caroténoides :

Bien que les stigmates soient la principale source de caroténoides comme la crocine, les pétales
contiennent également des caroténoides, bien que en quantités moindres. Ces composés contribuent

également aux propriétés antioxydantes des pétales (Lozano et al., 1999).
11.1.2.4. Composés volatils:

Les pétales contiennent également des huiles essentielles et des composeés volatils, bien que
moins concentres que dans les stigmates. Les principaux composés volatils identifiés sont similaires

a ceux trouves dans les stigmates, tels que le safranal (Maggi et al., 2011).
11.1.2.5. Acides phénoliques :

Les pétales contiennent divers acides phénoliques tel que l'acide sinapique, qui contribue

également aux propriétés antioxydantes (Li et al., 2023).
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11.2.Comparaison des constituants chimiques des stigmates et des pétales de safran :

Les stigmates et les pétales de safran présentent des compositions chimiques distinctes qui leur
conférent des propriétés et des usages différents. Les stigmates sont riches en caroténoides comme la
crocine et la picrocrocine, ainsi qu'en composés volatils comme le safranal, qui sont responsables de
la couleur, du goQt et de I'aréme du safran. Les pétales, quant & eux, sont principalement riches en
flavonoides et anthocyanines, ce qui leur confére des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires
(Tableau 2).

Tableau 2. Constituants Chimiques des Stigmates et des Pétales de safran

Constituants Stigmates Pétales

Crocine : Principal Présents en quantités
caroténoide, responsable de | moindres (Lozano., 1999).
Caroténoides la couleur rouge.
Crocétine : Contribue a la
couleur.

Picrocrocine : Précurseur
du safranal, responsable du

godt amer (Escribano et

al.,1996).

Safranal : Principal Présents en quantités

composé responsable de beaucoup plus faibles ;
Composés volatils I'arbme caractéristique du peuvent contenir des traces

safran (Rios et al., 1996). de safranal (Maggi et al.,
2011).

Présents en petites quantités, | Quercétine : Flavonoide

contribuent aux propriétés avec de puissantes propriétés
antioxydantes (Abdullaev et | antioxydantes et anti-
Flavonoides Frenkel, 1999). inflammatoires

Kaempférol : Autre
flavonoide bénéfique pour la
santé (Karimi et al., 2010).
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Anthocyanines

Non significatifs dans les

stigmates.

Delphinidine et Cyanidine :

Responsables de la
coloration violette des
pétales (Abdullaev et
Frenkel, 1999).

Acides phénoliques

Présents en petites quantités,
contribuent aux propriétés

antioxydantes : Acide

Contribuent aux propriétes
antioxydantes : Acide
sinapique (Li et al., 2023)

cafeique, acide gallique (Li
et al., 2023)

Propriétes pharmacologiques et médicales du safran

Le safran présente une large gamme de propriétés pharmacologiques et médicales (Figure 8),

notamment des effets antidépressifs, antioxydants, anti-inflammatoires, neuroprotecteurs,
anticancéreux, cardioprotecteurs, d'amélioration cognitive et anticonvulsivants. Ces propriétés en
font un candidat prometteur pour diverses applications thérapeutiques. Bien que de nombreuses
études précliniques et cliniques aient montré des résultats prometteurs, des recherches

supplémentaires sont nécessaires pour confirmer et étendre ces découvertes.

I11.1.Propriétés Antidépressives

Le safran a montré des effets antidépresseurs significatifs, comparable a des antidépresseurs

classiques. Plusieurs etudes cliniques récentes ont confirmé ces effets (Toth et al., 2019).

I11.2.Proprietés Antioxydantes

Les caroténoides présents dans le safran, notamment la crocine et le safranal, possédent de
puissantes propriétés antioxydantes, protégeant les cellules contre les dommages oxydatifs
(Hosseinzadeh et Rezaee, 2013).
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111.3.Propriéetés Anti-inflammatoires

Le safran et ses composés bioactifs, comme la crocine, ont des effets anti-inflammatoires. Ils
réduisent la production de médiateurs inflammatoires et inhibent les voies de signalisation

inflammatoires (Bostan et Hosseinzadeh, 2017).
I11.4. Effets Neuroprotecteurs

Le safran montre des effets neuroprotecteurs dans des modeles animaux de maladies
neurodégénératives, comme la maladie d'Alzheimer, en inhibant l'agrégation des protéines béta-

amyloides et en réduisant le stress oxydatif neuronal (Georgiadou et al., 2012).

I11.5.Propriétés Anticancereuses

Le safran possede des propriétés anticancéreuses en induisant I'apoptose des cellules cancéreuses
et en inhibant leur prolifération. Des études récentes ont montré I'efficacité des constituants du safran

contre diverses lignées cellulaires cancéreuses (Milajerdi et al., 2016).

I11.6. Propriétés Cardioprotectrices

Le safran a des effets cardioprotecteurs, notamment en réduisant les niveaux de cholestérol et de

triglycérides et en protégeant le ceeur contre les dommages oxydatifs (Hosseinzadeh et al., 2016).

I11.7. Amélioration de la Fonction Cognitive

Le safran peut améliorer la fonction cognitive et la mémoire, en particulier chez les personnes

atteintes de troubles cognitifs 1égers (Akhondzadeh et al., 2010).

111.8.Propriétés Anti convulsivantes
Le safran a démontré des propriétés anti convulsivantes dans divers modeéles animaux,
suggerant un potentiel pour le traitement de I'épilepsie et d'autres troubles convulsifs
(Modaghegh et al., 2008).
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Picrocrocin

Figure 8 Quelques effets pharmacologiques du safran et de ses constituants (Badie

Bostan et al., 2017).
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MATERIELS ET METHODES

I. Préparation des extraits

I.1. Préparation des pétales de safran

Les pétales de safran ont été récoltés de la région d’Ain Fezza Willaya de Tlemcen. lls ont été
séchés a I’ombre et a température ambiante. Une fois totalement secs, les pétales sont moulus en poudre

fine (figure 9).

e

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 hydro éthanolique

Le solvant utilisé est 1’éthanol. Pour cela 50g de pétales de safran séchées et moulues sont mises
dans un deuxiéme bécher, puis 400ml de la solution hydro éthanolique sont ajoutées au bécher, cette
derniére est préparée avec 320ml d’éthanol et 80ml d’eau distillée soit un rapport de (4V/V ;
éthanol/eau).

La préparation est conservée au réfrigérateur pendant 72heures a 4°C pour une macération froide.

Ensuite, elle est filtrée 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 transvasé dans une boite en verre. Cette derniére est mise dans 1’étuve

a la température de 30°c pendant 24h jusqu’a séchage complet (figure 10).
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B Bl TR Nl
Figure 10 Photographie de la solution aprés
séchage

Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante (Fellah et al., 2008 in Mahmoudi et
al., 2013) :

Ou
Mext : la masse des extraits apres évaporation du solvant en g
Meéch : la masse séche de I’échantillon végétal en g

Les extraits secs obtenus sont pesés et récupérés par 3 ml d’eau physiologique, puis conservés a 5°C
phy g1q

jusqu’a leur utilisation.

Il.  Détermination de I’activité anti-hémolytique, anti-inflammatoire et cytotoxicité

des extraits de pétales de safran

I1.1. Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRh)

Des échantillons de sang frais de donneurs volontaires (environ 8 ml) sont récupérés dans des tubes
héparinés, au niveau du laboratoire puis centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min, afin d’éliminer le
plasma et les cellules polynucléaires. Ensuite, le culot de globules rouges est lavé trois fois, avec un
volume équitable de solution iso-saline. Apres cette étape, le volume est mesuré et reconstitué sous
forme de suspension de 10 % (v/v) (GRh), avec une solution iso saline et utilisé immédiatement
(Figure 11).
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Figure 11 Photographie de la suspension des GRh a 10%

11.2. Test de cytotoxicité des extraits

Avant d’entreprendre le test de I’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 hydro
éthanoliques des pétales de safran, a différentes concentrations (50-75-150 ug/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 GRh.

Mode opératoire : Le protocole suivi est celui de Bulmus et al.,2003) ou un volume de 1,6ml de
I’extrait éthanolique de pétales de safran, et 1’acide gallique, molécule de référence de composés
phénoliques, est mélangé avec un volume de 0,4 ml de la suspension de GRh (10%). Le mélange
réactionnel est incubé a 37°C, pendant 30 min, ensuite centrifugé a 3000rpm pendant 10 min et
I’absorbance de I’hémoglobine libérée est mesuré a 560 nm. En parallele, deux controles sont réalisés
dans les mémes conditions, en remplagant 1’extrait avec de 1’eau physiologique (contrdle négatif) ou

avec de I’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 contréle positif ; At = Absorbance du test.
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11.3. Evaluation de DPactivité anti-hémolytique, in vitro, des extraits hydro

éthanoliques par la méthode de stabilisation membranaire des globules rouges

Principe : Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits des pétales de safran a
empécher I’hémolyse des GRh, induite par I’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 I’extrait de (C s), de I’acide gallique a
différentes concentrations (50-75-150pg/ml), mélangé avec 1,5ml du tampon phosphate (0,9% NacCl,
pH=7,4) et 2ml d’une solution hypo-saline (0,36 % NaCl), est incubé a 37°C pendant 20 min. Ensuite
0,5 ml de la suspension de GRh (10%) sont ajoutés a chaque concentration et une deuxieme incubation

est realisée 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 paralléle, un contréle est réalisé en

remplacant 1’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) x 100

Ou : Ac=Absorbance du controle. At=Absorbance du test

11.4. Activité Anti-inflammatoire des extraits hydro éthanoliques de pétales de

safran

Principe : La dénaturation des protéines est parmi les causes de 1’inflammation (Williams et al., 2008).
De nombreuses études ont évalué I’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 de (Cs) 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. Lasolution 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 250 ng/ml ou de 250
pg/ml (test solution).
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2. Lasolution test controle (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % et 0,05
ml d’eau distillé (test controle).

3. Lasolution contrdle 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. Lasolution 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).

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°C pendant 3 min. Apreés refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution tampon phosphate saline
(pH=6,3) est ajoutée aux solutions ci-dessus. L’absorbance est mesurée 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 control / DO test control)] x 100.

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec 1’anti-

inflammatoire de référence, le Diclofenac sodium.
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RESULTATS ET INTERPRETATION

I. Rendements d’extraction des extraits éthanoliques de pétales de safran

Le rendement représentant le poids de I’extrait par rapport au poids du matériel végétal est réalisé
avec la macération de pétales de safran dans le solvant éthanol. Le résultat est récapitulé dans le
Tableau3.

Tableau 3. Rendement de la macération des pétales de safran dans le solvant éthanol

Macération Safran hydro éthanol

Rendement (%) 9,42

Il. Test de cytotoxicité des extraits hydro éthanoliques de pétales de safran
Le test in vitro de cytotoxicité représenté par le pourcentage d’hémolyse des globules rouges est
effectué en utilisant des globules rouges (GR) d’un donneur sain en bonne santé. Différentes
concentrations de 1’acide gallique (polyphénol de référence) et des extraits hydro éthanoliques de
pétales de safran sont testés. Le pourcentage d’hémolyse est évalué pour chaque extrait, en mesurant
I’absorbance de I’hémoglobine libérée des globules rouges par hémolyse, en comparaison au controle
négatif (C-, solution de GR dans de 1’eau physiologique, ayant un taux d’hémolyse trés faible, 15%)
et au contrdle positif (C+, solution de GR dans de 1’eau distillée afin de provoquer une hémolyse
totale, 100% d’hémolyse). Les résultats obtenus sont représentés dans les Figures 12, 13, 14 et le

Tableau Al en annexes.

Nos résultats montrent que I’acide gallique représente un faible effet hémolytique de 28,48% a
la concentration de 50 ug/ml en comparaison avec le contrle négatif (C-, 15 %). Cet effet
hémolytique augmente de 30,40% a la concentration de 75 pug/ml et de 90,06% a la concentration 150
ug/ml (Figurel?2).

Les extraits hydroethanoliques des pétales de safran provoguent un taux d’hémolyse des GR de
27,28% a la concentration de 50 pg/ml, cette activité hémolytique augmente de 67,04% a la
concentration de 75 pg/ml et de 150,8% a la concentration de 150 pg/ml (Figure 13).

La figure 14 résume I’effet comparatif du taux de cytotoxicité entre I’acide gallique et les extraits
hydro éthanoliques des pétales de safran. Les résultats indiquent que ces derniers possedent un
pouvoir hémolytique plus élevé (22,69% et 26,39%) par rapport a 1’acide gallique aux concentrations
respectives de 75 et 150 pg/ml. Cependant cet effet hémolytique des extraits hydro éthanoliques
diminue a la concentration de 50 pg/ml, avec un taux estimé a 4,21% presque similaire a celui de

I’acide gallique.
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Figure 12 Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’acide
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Figure 13 Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’extrait
hydro éthanolique
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Figure 14 Comparaison des pourcentages d’hémolyse des globules
rouges entre I'acide gallique et les extraits hydro éthanoliques des
pétales de safran.
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Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules rouges) des

extraits des pétales de safran.
Les résultats obtenus sont représentés dans les Figures 15, 16 et 17 et le Tableau A2 en annexes.

IIs montrent que 1’acide gallique a faible concentration de 50 pg/ml présente un effet anti-
hémolytique, protecteur et stabilisateur des membranes des GR, il est estimé a 65,63%. Cet effet
protecteur diminue de 43,34% pour la concentration de 75 pg/ml et de 56,66% pour la concentration
de 150 pg/ml (Figure 15).

Les données obtenues avec ’extrait hydro éthanolique des pétales de safran indiquent qu’il
présente un effet protecteur de 43,29% a faible concentration de 50 pg/ml. Cette activité stabilisatrice
de la membrane des GR diminue de 18,15% pour la concentration de75ug/ml et de 34,97% pour la

concentration de 150 pg/ml (Figure 16).

Lafigure 17 récapitule I’effet comparatif du taux de la stabilité membranaire entre I’acide gallique
et les extraits éthanoliques des pétales de safran. Les résultats montrent que 1’acide gallique a un plus
grand pouvoir anti-hémolytique (de + 34,03%) par rapport aux extraits de pétales de safran a la
concentration de 50 pug/ml, cependant cette différence est atténuée aux concentrations de 75 et 150
pg/ml ou le pouvoir anti-hémolytique présente un taux quasi similaire entre 1’acide gallique et les

extraits de pétales de safran (respectivement de 4,70 et 1,01%)

IV. Activité anti-inflammatoire des extraits de pétales 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 des extraits. 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

les Figures 18, 19, 20 et le Tableau A3 en annexe.

Nos résultats montrent que le Diclofénac assure une bonne inhibition de la dénaturation
protéique, qui représente un taux de 96,15% a la concentration de 50ug/ml, ce pouvoir diminue de
10% a la concentration de 75 pg/ml puis augmente Iégérement avec un taux de 1,99% a la

concentration de 150 pug/ml marquant ainsi son effet anti inflammatoire (Figure 18).

Les données obtenues avec les extraits éthanoliques des pétales de safran indiquent qu’ils

présentent un effet anti inflammatoire atteignant un taux de 86,65 % a faible concentration de
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50upg/ml, cette activité inhibitrice de la dénaturation protéique diminue de 6,37% et de 11,22% aux

concentrations respectives de 75 et 150 pg/ml (Figure 19).

Les résultats résumés dans la figure 20 montrent I’effet comparatif du pouvoir anti- inflammatoire
des extraits hydro éthanoliques de pétales de safran et du Diclofenac. Aux concentrations de 50 et 75
pg/ml, les taux sont presque similaires, soit 9,88% et 6,24% respectivement. Cependant, a la
concentration de 150 pg/ml, le Diclofénac montre une augmentation de 21,56% de son taux

d'inhibition de I'inflammation par rapport aux extraits de pétales de safran.
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Figure 15 Activité anti-hémolytique de I’acide gallique.
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Figure 16 Activité anti-hémolytique des extraits hydro éthanoliques des
pétales
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Figure 17 Comparaison de I'activité anti-hémolytique entre I’acide gallique
et les extraits hydro éthanoliques des pétales de safran.

E
(%]
c
S
©
& 75
2
(o]
(@]
80 85 90 95 100

Pourcentage d'inhibition (%)

Figure 18 Inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac
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Figure 19 Inhibition de la dénaturation protéique par les extraits hydro
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Le (Cs) représente 90 % de la production mondiale de safran. Son stigmate, la principale partie
médicinale, a un rendement extrémement faible et un prix élevé, d’ou la rareté des ressources, tandis
que ses pétales, le sous-produit, sont généralement jetés ou utilisés comme engrais ou aliments, ce
qui entraine un gaspillage énorme, car il a été prouvé que les pétales contiennent divers composants
chimiques couvrant les terpénoides, les flavonoides et les glycosides, qui présentent des activités
pharmacologiques d’analgésie, d’anti-inflammatoire, de protection cardiovasculaire, de protection du

foie et d’antidépresseur (Li et al., 2023).

Notre travail de Master sur les activités biologiques des extraits éthanoliques de pétales de safran

contribue & la valorisation des déchets de cette plante.

Comparés a la littérature, nos reésultats présentent des différences considérables dans le
rendement d’extraction entre les stigmates et les pétales (Tableau 3); ils concordent avec ceux
rapportés par Khorasgani (2016) et Mousavi (2017) qui ont trouve que les extraits hydro
éthanoliques de pétales de safran présentaient des rendements de 8% a 15% en poids sec, en utilisant
des méthodes similaires d'extraction par macération a I'éthanol avec une concentration de ce dernier
qui varie entre 70% et 80 % et une durée d'extraction entre 24 et 48 heures. Alors que les résultats
obtenus avec les extraits éthanoliques des stigmates ont montré des rendements plus élevés (entre 20
et 28%) (Babaei et al, 2014 ; Hosseini et al, 2013). Cette différence dépend de nombreux facteurs,
y compris la concentration de I'éthanol, la température, la durée et la méthode d'extraction ainsi que
la qualité des matieres premiéres. Les stigmates offrent généralement un rendement plus élevé en

raison de leur concentration en composés bioactifs (Babaei et al, 2014; Hosseini et al, 2013).

L’¢tude de la cytotoxicité des extraits de plantes, in vitro, a été largement utilisée sur des globules
rouges (GR) comme modele (Novaes et al., 2007). Cela est di au fait qu’ils sont faciles a isoler du
sang en plus d’avoir une similitude membranaire avec d'autres cellules (Robertis, 1995). De plus, les
GR sont trés sensibles aux substances chimiques et toute toxicité se manifeste par une cytolyse et
hémolyse, ceci entraine la libération de I'némoglobine et d'autres composants internes dans le fluide
environnant, qui est détectable visuellement par I’apparition d’une teinte rose a rouge dans le sérum

ou le plasma (Lee et Feldman, 1997).

L'activité hémolytique des extraits a partir des plantes est liée a leur composition chimique et

aussi a leurs concentrations (Costa-Lotufo et al., 2005).

Aux concentrations élevées, les flavonoides présents dans les plantes peuvent entrainer des effets

néfastes sur les GR impliquant ainsi I’oxydation de I’hémoglobine, la perturbation de la structure
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membranaire et 1’augmentation de sa conductimétrie. Ces actions ménent a 1’hémolyse des

érythrocytes en raison des effets pro-oxydants exercés par les flavonoides (Galati et al., 2002).

Aussi, les érythrocytes sont considérés comme une cible majeure pour les radicaux libres en
raison 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'oxygéne (Ebrahinzadeh et al., 2009). Par exemple, 1’acide gallique
est utilisé dans notre travail comme un polyphénol de référence en raison de ces plusieurs effets
bénéfiques sur les globules rouges, principalement grace a ses propriétés antioxydantes (Jones et
Sies, 2020), anti-inflammatoires (Verma et al., 2013) et stabilisantes des membranes cellulaires
(Maheshwari et Ramya, 2020).

A faible concentration, 1’acide gallique n’est pas toxique. A forte concentration, il est capable
de réduire le Fe3+ en Fe2+, ou le Cu2+ en Cu+, et ainsi d’enclencher la réaction de Fenton avec

formation du radical hydroxyle (Kessler et al., 2002).

Dans notre travail, ’acide gallique a 150 pg/ml présente une toxicité de 54,13 % d’hémolyse.
Nos résultats montrent que les extraits hydro éthanoliques des pétales de safran provoquent un taux
d’hémolyse plus important que celui provoqué par 1’acide gallique qui est de I’ordre de 26,42% et ne
doivent donc pas étre utilisés a cette concentration. On constate que I’effet cytotoxique est

concentration dépendant, ceci peut étre dii a la présence de nombreux constituants dans les extraits.

Dans d’autres études, Il a été démontré que le safran et ses constituants inhibent sélectivement
la prolifération des cellules cancéreuses dans des modeles in vitro et in vivo, tandis que ces composés
n'ont pas d'effet toxique sur les cellules normales aux doses thérapeutiques (Badie Bostan et al.,
2017)

En comparant 1’effet toxicologique des pétales aux stigmates, Mohadjeri et al. (2007) ont
démontré que la toxicité des pétales était inférieure a celle des stigmates. Comparé a I’extrait hydro

¢thanolique, I’extrait aqueux peut avoir une toxicité plus faible (Li et al., 2023).

L’étude de I’activité in vitro anti-hémolytique des extraits hydro éthanoliques des pétales de
safran est réalisée en utilisant la méthode de stabilisation de la membrane des GR. L’évaluation de la
stabilisation membranaire est mesurée par le taux de libération de I’hémoglobine a 560 nm pour
chaque concentration des extraits utilisés et en les comparant a une molécule de référence, a savoir
I’acide gallique étant un polyphénol a activité anti-hémolytique. En effet, nos résultats montrent que

I’acide gallique a faible concentration (50ug/ml) induit un effet anti-hémolytique, protecteur et
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stabilisateur des membranes des GR, important. Cependant, cet effet protecteur diminue a forte

concentration (150 pg/ml).

Dans notre travail, I’extrait hydro éthanolique a été plus ou moins efficace pour inhiber
I’hémolyse des GR a la concentration de 50 pg/ml, mais cette stabilité membranaire a diminué avec
I’augmentation de la concentration. De plus, cet extrait montre une activité anti-hémolytique
identique a celle de I’acide gallique aux concentrations respectives de 75 et 150 pg/ml. Une étude a
montré que les extraits hydro éthanoliques des pétales de safran inhibent la lyse des érythrocytes
induite par des conditions hypotoniques, suggérant une stabilisation de la membrane cellulaire. Cette

stabilisation est essentielle pour limiter les réponses inflammatoires en empéchant la libération des
constituants lysosomaux des neutrophiles actives (Chen et al., 2022). Plusieurs études ont rapporté

I’efficacité des extraits de plantes médicinales sur la stabilisation de la membrane du globule rouge

(Gadamsetty et al., 2013; Oyedapo et al., 2010; Sadique et al., 1989).

Le traitement de I’inflammation repose actuellement sur 1’utilisation d’anti-inflammatoires
stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens (AINS). Bien que ces molécules soient efficaces,
elles peuvent entrainer des effets indésirables qui limitent leur utilisation a long terme. Le Diclofénac
sodique, un dérivé de l'acide phénylacétique, est I'un des AINS les plus couramment utilisés en raison
de ses propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques puissantes. Il agit principalement
en inhibant ’enzyme COX-2, ce qui réduit la production d’acide arachidonique libre et, par

conséquent, les médiateurs inflammatoires (Goodman et Gilman, 2001).

Des études ont démontré que le Diclofénac interagit avec les composants membranaires,
notamment les bicouches de phospholipides. 1l se localise principalement dans les groupes polaires
des phospholipides, prés de la région phosphate. Le Diclofénac peut former des liaisons hydrogéne
avec les molécules d'eau ou les groupes polaires des phospholipides, modifiant ainsi I'affinité de la
membrane pour l'eau. En outre, sa charge négative altére les propriétes électrostatiques des
phospholipides dans la région polaire, ce qui influence la structure de la bicouche lipidique (Moreno
et al., 2009).

Des études ont montré que de nombreux flavonoides et polyphénols jouent un réle crucial dans
I'activité anti-inflammatoire de diverses plantes. Ces composés exercent leurs effets par plusieurs
mécanismes, notamment I'inhibition des enzymes pro-inflammatoires, la réduction du stress oxydatif

et la modulation des voies de signalisation inflammatoires. (Luo et al., 2002 ; Okoli et Akah, 2004).

L’activation incontrdlée ou prolongée de 1’inflammation in vivo peut conduire a des altérations

dangereuses, comme la dénaturation de protéines. Ces derniéres subissent une perte de leur structure

48



qui aboutit a I’exposition d’autoantigénes (Clos, 2012), conduisant a de nombreuses maladies

(arthrites, rhumatoides,...) (Lanneau, 2010).

Le phénomene de dénaturation protéique est un phénomene ou la protéine perd sa structure
tridimensionnelle, & cause de son exposition & la chaleur, a un agent infectieux ou chimique
(Lanneau, 2010), induisant 1’exposition de certains sites qui vont devenir des auto-antigenes
(Jacquier-Sarlin et Polla, 1994). Les agents possédant des propriétés protectives contre la
dénaturation protéique, seraient de bons candidats pour le développement de nouvelles molécules
anti-inflammatoires (Chandra et al., 2012).

Selon nos résultats, on constate que 1’effet anti-dénaturant des extraits hydro éthanoliques est
inversement proportionnel & la concentration. D’autres études faites par Hosseinzadeh et al (2002)
ont montré une activité anti-inflammatoire aigué et/ou chronique des extraits éthanoliques des
stigmates et des pétales de safran lors de tests induits chimiquement sur des rats. Des études ont
montré que de nombreux flavonoides et polyphénols jouent un rdle crucial dans l'activité anti-
inflammatoire de diverses plantes. Ces composés exercent leurs effets par plusieurs mécanismes,
notamment l'inhibition des enzymes pro-inflammatoires, la réduction du stress oxydatif et la

modulation des voies de signalisation inflammatoires (Gomes et al., 2008)

Selon les résultats obtenus avec 1’extrait hydro éthanolique des pétales de safran et en combinant

les parametres étudiés pour la méme concentration, nous concluons ce qui suit :

e Pour la concentration de 50 pg/ml, ’effet cytotoxique est quasi similaire pour les pétales
de safran comparant a 1’acide gallique. Pour la protection membranaire, 1’extrait hydro
éthanolique présente une stabilit¢é membranaire inferieure a 1’acide gallique, en ce qui
concerne 1’activité anti- inflammatoire, une faible diminution est notée.

e Pour la concentration de 75 pg/ml, il y a une augmentation du taux d’hémolyse de
67,04%, en revanche, le pourcentage de stabilité membranaire est quasi-similaire entre
I’extrait hydro éthanolique des pétales de safran et I’acide gallique, il en est de méme
pour le pouvoir anti-inflammatoire.

e Pour la concentration de 150 pg/ml, la cytotoxicité est élevée de 150,80% pour 1’extrait
hydro éthanolique, le pourcentage de stabilité membranaire est quasi-similaire par rapport

a I’acide gallique et I’activité anti-inflammatoire est diminuée de 11,22%.

La concentration de 50 pg/ml est particulierement intéressante, car elle présente un faible

pourcentage de cytotoxicité tout en conservant un effet protecteur sur les membranes et un effet anti-
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inflammatoire comparable a ceux de la molécule de référence. Cela pourrait étre attribué a la présence

de nombreux flavonoides et polyphénols dans I'extrait.
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CONCLUSION

Les pétales de safran sont les principaux sous-produits de la transformation du safran qui
représentent une quantité importante de déchets. En revanche ils contiennent plusieurs composeés tels
que des agents minéraux, des anthocyanes, des flavonoides, des glycosides, des alcaloides et du
kaempférol. Comme les pétales de safran sont moins chers et produits en grande quantité que le

stigmate du safran, ils peuvent donc étre considérés comme une source appropriée a différentes fins.

Dans ce travail de Master, nous avons utilisé 1’éthanol comme solvant pour extraire les
polyphénols des pétales de safran, puis nous avons testé leurs activités biologiques in vitro.
L’extraction éthanolique des produits phénoliques des pétales de safran a donné un rendement de
9,42%.

Nos résultats ont montré une faible cytotoxicité de 1’extrait hydro éthanolique des pétales de
safran, vis-a-vis des globules rouges, a la concentration de 50ug/ml qui est quasi-similaire a la
molécule de référence (acide gallique). Cependant, cet effet cytotoxique augmente jusqu’a atteindre

un taux de 150,80 pg/ml a la concentration de 150 pg/ml.

Les résultats de ce présent travail ont indiqué un effet anti-hémolytique considérable des extraits
hydro éthanoliques des pétales de safran aux concentrations de 75 et 150 pg/ml comparativement a
la molécule de composés phénoliques testée, a savoir I’acide gallique. Ainsi, ils procurent une stabilité
membranaire aux globules rouges qui ont des similitudes avec d’autres membranes cellulaires,

notamment la membrane du lysosome.

Le traitement de I’inflammation repose actuellement sur I’utilisation d’anti-inflammatoires
stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens. Bien que ces médicaments soient efficaces, ils
entrainent souvent des effets indésirables a long terme. Dans ce contexte, I’exploration des principes
bioactifs issus de plantes constitue une alternative prometteuse pour développer de nouvelles

molécules efficaces et dépourvues d’effets secondaires.

L’extrait hydro éthanolique des pétales de safran a aussi révélé une activité anti-inflammatoire

efficace avec un pourcentage maximal de 86,65% a faible concentration.

Notre étude a montré que les pétales de safran ne sont donc pas des déchets et ne devraient pas
étre jetés. En réalité, ils renferment des molécules possédant des activités anti-inflammatoires et anti-

hémolytiques. Ces composés peuvent étre extraits et utilisés dans divers domaines.
A cet effet, nos résultats ouvrent de larges perspectives pour d’autres études afin de :
- Déterminer et purifier les molécules bioactives responsables de 1’activité

- Evaluer leur activité anti-inflammatoire in vivo et étudier la toxicité.
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- Déterminer leur mécanisme et leur mode d’action.
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Tableau A 1 Test de cytotoxicité (pourcentage d’hémolyse) de I’acide gallique et de I’extrait
éthanolique des pétales de safran.

Test de cytotoxicité Acide gallique Extrait
hydro-éthanolique
150 pg/ml 54.13 68.42
75 pg/ml 37.14 4557
50 pg/ml 28.48 27.28

Tableau A 2 Test anti-hémolytique (Pourcentage de stabilit¢ membranaire) de I’extrait

éthanolique des pétales de safran.

Test anti-hémolytique Acide gallique Extrait
hydro-éthanolique
150 pg/ml 28.44 28.15
75 pg/ml 37.18 35.43
50 pg/ml 65.63 43.29
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Tableau A 3 Test anti-inflammatoire (Pourcentage de I’inhibition de la dénaturation des

protéines) de I’extrait éthanolique des pétales de safran.

Test Diclofenac Extrait
anti-inflammatoire hydro-éthanolique
150 pg/ml 98.07 76.92
75 pg/ml 86.53 81.13
50 pg/mi 96.15 86.65
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Abstract

Saffron is one of the world's most expensive spices, with interesting medicinal properties.

The saffron industry produces large by-products, including petals with potential bioactive
compounds, which are cheap and abundant, an attractive alternative for the extraction of bioactive
components. Saffron petals contain a variety of bioactive compounds (polyphenols, flavonoids, and

anthocyanins).

Our work focuses on the in-vitro study of the anti-hemolytic, anti-inflammatory and cytotoxic
effects of the ethanolic extract of saffron petals at doses of 50, 75 and 150 pug/ml, with gallic acid

as the reference.

The results obtained show that the 50 pg/ml concentration is the most interesting, as it presents a
low percentage of cytotoxicity while retaining a protective effect on membranes and an anti-

inflammatory effect.

These bioactive properties open up new prospects for the development of natural therapeutic
treatments. The valorization of saffron petals optimizes the use of the whole plant, and contributes

to the search for alternative and sustainable medical solutions.

Keywords: Crocus sativus. L, saffron, crocin, picrocrocin, safranal, anti-inflammatory activity,
cytotoxic activity, petal of saffron.
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Résumé

Le safran est ['une des épices les plus chéres au monde et posseéde des propriétés médicinales

intéressantes.

L’industrie du safran produit de gros sous-produits, y compris des pétales avec des composés
bioactifs potentiels, qui sont bon marché et abondants, une alternative attrayante pour 1’extraction
de composants bioactifs. Les pétales de safran contiennent une variété de composés bioactifs

(polyphénols, flavonoides, et des anthocyanines).

Notre travail porte sur I’étude in-vitro des effets anti-hémolytiques, anti-inflammatoires et
cytotoxiques de I’extrait éthanolique des pétales de safran aux doses de 50, 75 et 150 pg/ml, avec

pour référence l'acide gallique.

Les résultats obtenus montrent que la concentration de 50 pg/ml est la plus intéressante, car elle
présente un faible pourcentage de cytotoxicité tout en conservant un effet protecteur sur les

membranes et un effet anti-inflammatoire

Ces propriétés bioactives ouvrent de nouvelles perspectives pour le développement de
traitements thérapeutiques naturels. La valorisation des pétales de safran optimise l'utilisation de la
plante entiere, et contribue a la recherche de solutions médicales alternatives et durables.

Mots clés : Crocus sativus. L, safran, crocine, picrocrocine, safranal, activité anti-inflammatoire,
activité cytotoxique, pétale de safran.
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