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Résumé

L'objectif de cette recherche est analyser les propriétes biologiques des huiles fixes dérivées
des pétales de Crocus sativus (safran), afin de mettre en valeur ce sous-produit souvent
négligé.

L'huile a éte obtenue par I'extraction dans I’héxane, puis elle a été testée sur des érythrocytes
humains et a travers un modéle de dénaturation des protéines. Les résultats ont démontré une
activité anti-inflammatoire constante et significative, surpassant celle du diclofénac, qui est
considérée comme le traitement de référence. Concernant I'aspect anti-hémolytique, I'huile a
démontreé un effet de protection a une faible concentration, alors que I'extrait éthanolique s'est
avére plus efficace dans ce domaine. Les analyses de cytotoxicité ont démontré que I'huile fixe
a une toxicité faible méme a des doses élevées, suggérant une compatibilité favorable avec les
cellules.

Ces recherches mettent en avant I'importance thérapeutique des pétales de safran, notamment
comme source naturelle de composés bioactifs dotés d'effets anti-inflammatoires et protecteurs
pour les membranes cellulaires. Ils établissent les fondations pour des applications futures dans

les secteurs pharmaceutiques et cosmétique.

Mots clés : Pétales de safran, Huile fixe, Composés bioactifs, anti-hémolytiques, anti-

inflammatoires, cytotoxiciteé.



Abstract

The objective of this research is to analyze the biological properties of fixed oils derived from

the petals of Crocus sativus (saffron), in order to highlight this often overlooked by-product.

The oil was obtained by extraction in the hexan, then tested on human erythrocytes and through
a protein denaturation model. The results demonstrated a consistent and significant anti-
inflammatory activity, surpassing that of diclofenac, which is considered the reference
treatment. Regarding the anti-hemolytic aspect, the oil demonstrated a protective effect at a
low concentration, while the ethanolic extract proved to be more effective in this area.
Cytotoxicity assays have shown that the oil binds to low toxicity even at high doses, suggesting
favourable cell compatibility.

This research highlights the therapeutic importance of saffron petals, particularly as a natural
source of bioactive compounds with anti-inflammatory and protective effects for cell
membranes. They lay the foundations for future applications in the pharmaceutical and

cosmetic sectors.

Keywords: Saffron petals, Fixed oil, Bioactive compounds, anti-hemolytic, anti-
inflammatory, cytotoxicity.
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Introduction




Intoduction

L'utilisation de plantes a des fins medicinales date de I'Antiquité et demeure indispensable dans
les systéemes de soins traditionnels et contemporains. Outre leurs applications en cuisine et en
cosmétique, ces plantes sont principalement exploitées pour leurs propriétés curatives. En dépit
des progrés en matieére de pharmacie, pres de 80 % des populations dans les pays en
développement continuent de se fier aux plantes pour leurs soins de santé de base. (World
Health Organization, 2004).

Parmi ces plantes a haute valeur médicinale figure le Crocus sativus L., plus connu sous le
nom de safran. Cette plante, appartenant a la famille des Iridacees, est principalement cultivée
en Iran, en Inde, au Maroc, en Espagne et en Gréce. Elle est renommée pour ses stigmates,
utilisés comme épice précieuse pour leurs propriétés colorantes, aromatiques et médicinales.
Toutefois, d'autres parties florales comme les pétales, souvent considérés comme des déchets
agricoles (représentant pres de 60 % du poids de la fleur), renferment également un potentiel

thérapeutique important.

Des recherches récentes ont mis en lumiére la richesse des pétales de safran en composes
bioactifs: flavonoides, anthocyanines, tanins, saponines, composés phénoliques, et autres
métabolites secondaires, qui leur conférent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
cytoprotectrices (Hosseini et al., 2018).

Dans cette perspective de développement durable et de valorisation des coproduits végétaux,
I’étude des extraits peu explorés des pétales de safran, tels que les huiles fixes (ou huiles non
volatiles), prend tout son sens. Contrairement aux huiles essentielles et aux extraits
hydroalcooliques largement étudiés, les huiles fixes extraites des pétales ont recu peu
d’attention. Composées majoritairement d’acides gras, de stérols et de vitamines liposolubles,
elles possédent un profil biochimique distinct qui leur confére des propriétés biologiques
uniques. Ces huiles, renouvelables et d’origine vegétale, constituent une alternative naturelle
aux graisses animales et sont utilisées dans divers secteurs, allant de I’agroalimentaire a la

cosmétique, en passant par la pharmacologie (Do & Sabatini, 2010).

L’inflammation, processus physiologique de défense contre les agressions, peut entrainer de
graves desordres lorsqu’elle devient chronique, contribuant a des pathologies telles que
I’arthrite, les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives ou cancéreuses. De plus,
I’hémolyse — phénomeéne de rupture des globules rouges — est souvent corrélée au stress

oxydatif et aux lésions inflammatoires. Etudier les effets anti-inflammatoires et anti-

1



Intoduction

hémolytiques de ses huiles permet donc d’évaluer leur capacité a protéger les membranes

cellulaires et a limiter les dommages induits.

Quant a la cytotoxicité, elle désigne I’effet d’une substance sur la viabilité cellulaire. Si une
certaine cytotoxicité est souhaitable pour cibler les cellules cancéreuses, il est crucial de
s’assurer que les extraits végétaux ne nuisent pas aux cellules saines. Ainsi, évaluer la
cytotoxicite des huiles fixes de pétales de safran est essentiel pour garantir leur innocuité et leur

application potentielle en thérapeutique.

C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente étude, qui vise a explorer les activités
biologiques des huiles fixes extraites des pétales de Crocus sativus L. L objectif principal est
d’évaluer leurs effets anti-inflammatoires, anti-hémolytiques et leur cytotoxicité in vitro, a
I’aide de tests biologiques adaptés. Cette approche vise non seulement a approfondir les
connaissances sur les composés bioactifs presents dans les pétales de safran, mais aussi a
encourager leur valorisation pharmaceutique et industrielle en tant que ressource naturelle

alternative.

Le présent mémoire est structuré en trois parties.

> Le premier chapitre est consacré a une synthese bibliographique des connaissances
actuelles sur le safran, ses pétales, les huiles fixes, ainsi que sur les mécanismes
biologiques de I’inflammation, de I’hémolyse et de la cytotoxicité.

> Le deuxieme chapitre, intitulé Matériels et Méthodes, présente les techniques utilisees
pour I’extraction des huiles et pour I’évaluation de leurs effets biologiques.

> Enfin, le troisiéme chapitre expose les résultats expérimentaux, suivis d’une
discussion critique visant a interpréter les données obtenues et a les comparer aux
résultats de la littérature.

Le travail se conclut par une synthése générale et I’ouverture de perspectives pour de futures

recherches.
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Synthese Bibliographique

Safran
1.1 Généralité

Le safran, issu de la fleur Crocus sativus L., est une épice précieuse utilisée depuis
I’Antiquité pour ses propriétés culinaires, médicinales et tinctoriales. Cultive
principalement dans des régions au climat sec et tempéré comme I’lran, le Maroc,
I’Espagne ou encore I’Inde (Cachemire), le safran est obtenu a partir des stigmates rouges
de la fleur, qui sont soigneusement récoltés a la main et sechés. Cette méthode de
production laborieuse explique son prix élevé sur le marché mondial. Les principaux
composants actifs du safran sont la crocine (responsable de la couleur intense), le safranal
(@ I’origine de I’aréme) et la picrocrocine (liée au goat amer). Plusieurs études modernes
ont mis en évidence ses propriétés pharmacologiques, notamment des effets antioxydants,
anti-inflammatoires, neuroprotecteurs, ainsi qu’une efficacité potentielle dans le traitement
de la dépression légere a modérer. Le safran représente ainsi un pont entre plante

médicinale traditionnelle et intérét thérapeutique contemporain.

1.2 Cycle biologique

En tant qu’une plante géophyte ou cryptophyte, C. sativus se propage uniquement
par mode végétatif, au moyen des cormes qui jouent le role de structures de stockage,
caractérisées par un long repos estival. Le cycle biologique du safran commence avec sa
croissance végétative au début de I’automne et s’étale du mois d’octobre jusqu’au mois

d’avril (Figurel)
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Figure 1:cycle biologique du safran
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Le safran est principalement connu pour ces stigmates, utilisés comme épice
précieuse, mais ses pétales, représentent également une source intéressante de composes
bioactifs. Riches en pigments naturels et antioxydants, les pétales de safran peuvent étre
valorisés par I’extraction de leur huile fixe, une huile végétale obtenue par macération dans
un solvant ou une huile porteuse. Cette huile fixe renferme des caroténoides, notamment la
lutéine, qui conferent des propriétés anti-a4ge, hydratantes et protectrices pour la peau.
L’intégration de cette huile dans des formulations cosmétiques permet ainsi d’exploiter
pleinement le potentiel des pétales de safran, offrant une alternative naturelle et efficace

pour le soin cutané et la lutte contre le vieillissement.

Il1.  Les huiles fixes

11.1 Définition

L'huile fixe est une substance grasse, onctueuse et dense, généralement liquide a
température ambiante. Elle n'est pas soluble dans I'eau et se compose de lipides formés de
triglycérides, qui sont des molécules d'acides gras estérifiées par le glycérol (une molécule
d'alcool). Aujourd'hui, les huiles de soja, de colza et d'olive sont parmi les plus importantes.
Ces éléments constituant une part importante de I'énergie corporelle, car les graisses offrent
un grand nombre de calories. (Boutayeb, 2013).

1.2 Composition chimique

Dans la majorité des cas, la composition chimique des huiles fixe se compose d'un
mélange de 95% de triglycérides et de 5% d'acides gras libres, de stérols, de cires et dautres
éléments en quantités moindres. Les triglycérides sont des triesters crées par la réaction
d'acides.

Sur les trois fonctions alcools du glycérol, on observe une activité marquée. (Gilles,2007)

11.3 Méthode d’extraction

Depuis que Pline a décrit la méthode d'extraction de I’huile, ou que nous avons
évoque la presse assyrienne a I’huile, et passant par les presses a vis contemporaines, le
processus de production des huiles reste observé : la pression exercée sur la matiere
premiére génere directement I'huile.

On utilise également des solvants organiques dans les procédés actuels, et dans les deux
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situations, I'nuile brute est généralement exposée a plusieurs opérations de raffinage
(Bruneton, 2009).

e Extraction par pression : on emploie des presses a vis qui procure un meilleur rendement
en huile contrairement aux presses hydrauliques traditionnelles. Elles fonctionnent a une

pression  plus  améliorée et  bénéficient  davantages  supplémentaires.

e Extraction par solvant : cette méthode d'extraction peut étre utilisée tant sur les graines
entiéres que sur les graines partiellement huileuses par pressage. L'hexane est généralement
le solvant employé. Cette technique permet une récupération d'huile variant de 95 a 99%.
(Bruneton, 2009)

114 Classification

On peut classer les huiles fixe en quatre principales catégories, basées sur I'indice d'iode pour
les distinguer :
e Les huiles qualifiées de saturéees telles que : Indices d'iode variant de 5 a 50.
e Les huiles mono-insaturées (semi-siccatives) : indices d'iode variant de 50 a 100.
e Les huiles semi-siccatives (di-insaturées) : leurs indices d'iode se situent entre 100 et
150.

e Les huiles tri-insaturées (siccatives) : indices d'iode supérieurs & 150. (Gilles, 2007).

L huile fixe des pétales de crocus sativus
Pour obtenir I’huile fixe il faut passer par I’extraction des pétales de la fleur crocus

sativus.

I11.1 Fleurs

Les fleurs de Crocus sativus commencent a apparaitre au debut de I'automne, vers
la fin du mois de septembre, de couleur pourpre, composées de six tépales, dont trois sont
internes, tandis que les trois autres sont externes, qui se rejoignent au niveau du long tube
qui nait de la partie supérieur de I’ovaire, Le pistil se compose d'un ovaire situé en position
Inférieure, d'ou émerge un style délicat de 9 a 10 cm de longueur .le style se fini par un
stigmate distinctif comportant trois filaments d’un rouge vif dont la longueur dépasse celle
des pétales, qui constituent une portion de la plante. Chaque corne peut produire de 1 a 4

fleurs parfumées, en fonction de sa taille (Hassan et Mhossel, 2020)
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I11.2 Les étapes de I’extraction par solvant de I’huile des pétales :

a. Préparation de la biomasse (pétales)

La préparation consiste & nettoyer les pétales pour éliminer les impuretés et a les
broyer ou les secher pour maximiser la surface de contact lors de I'extraction. Ce processus

facilite I’extraction des composés actifs
b. Choix du solvant d’extraction

Le choix du solvant est essentiel pour garantir une extraction efficace des huiles.
Des solvants comme I’hexane, I’éthanol, ou des solvants non polaires sont utilisés en

fonction de leur affinité avec les huiles présentes dans les pétales.
c. Extraction de I’huile

Les pétales sont melangés avec le solvant dans un réacteur fermé, et I’agitation est
effectuée pour assurer un bon mélange. L’extraction peut se faire sous agitation a
température ambiante ou chauffée, selon les propriétés du solvant. Cette méthode permet
de libérer les composés lipophiles des pétales.

d. Filtration du mélange solide-liquide

Aprés I'extraction, la phase solide (pétales résiduels) est séparée du solvant et de
I’huile par filtration. Des techniques comme la filtration sous pression ou par gravité sont

couramment utilisées pour cette étape.
e. Evaporation du solvant

L’étape d’évaporation permet de récupérer I’huile et de séparer le solvant, qui peut
étre réutilisé. Le processus d’évaporation se fait généralement sous vide ou a pression
atmosphérique. La récupération de I’huile est une étape critique pour éviter toute

contamination résiduelle du solvant.



b)

Synthese Bibliographique

f. Purification de I'extrait

L’huile fixe obtenue peut nécessiter une purification pour éliminer les solvants
résiduels et d’autres impuretés. La purification peut étre réalisée par distillation ou par

d’autres méthodes comme la filtration supplémentaire.
g. Séchage du résidu solide (optionnel)

Le résidu solide (pétales restants) peut étre séché pour éliminer I’humidité
résiduelle. Cela peut étre nécessaire si le résidu est destiné a étre valorisé dans d’autres

applications, comme I’alimentation animale. (Savard et Pare, 2005)

111.3 Roles des huiles fixes

Selon leurs compositions en acides gras, les huiles végétales fixes peuvent jouer un role
significatif dans I'amélioration de I'équilibre général des lipides dans un régime alimentaire.
Comme les lipides en général, elles assument deux fonctions principales (Combe et
Castera2010) elles constituent une source d'énergie, ainsi qu'une source d'acides gras

indispensables et de vitamines liposolubles. (Legrand, 2010).

. Source d*énergie (nutritionnelle)

Cette fonction nutritionnelle est associée a leur contribution énergétique (étant
donné qu'un gramme de lipides fournit environ 9 kcals), principalement assurée par les
acides gras satures, mais aussi par les acides gras insaturés qui produisent de I'ATP gréce

a leur capacité d'oxydation biologique (béta-oxydation).

Source d'acides gras essentiels et de vitamines liposolubles

Les huiles sont des sources notables d'acides linoléiques (C18 : 2 n-6 ou oméga 6)
et a-linoléiques (C18: 3 n-3 ou oméga 3).

Ces acides gras polyinsaturés (AGPI), notamment de la série oméga-3 et oméga-6,
constituent des éléments indispensables a notre régime alimentaire. Aprées leur absorption,
les AGPI sont intégrés par les cellules de divers organes. Les AGPI participent a divers
processus physiologiques tels que I'agregation des plaquettes et I'inflammation. Ces huiles
constituent également la source majeure de la vitamine E.

Les phospholipides, qui sont des glycerides, forment I'architecture des membranes

cellulaires. Les AGPI issus des huiles végétales et de leurs dérives métaboliques participent
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a la constitution des membranes cellulaires. Les AGPI majeurs qui participent sont (Lecerf
et Vancassel, 2011) mentionnent les acides linoléique (C18:2 n-6), arachidonique (C20:4
n-6) et docohexaénoique (C22:6 n-3).

I11.4 Composition des huiles vegétales fixes

Les matieres grasses provenant de sources végetales sont principalement des glycerides
(98-99 %), désignées comme fractions saponifiables. Une partie quantitativement réduite,
nommeée fraction. On trouve également une présence d'insaponifiable dans ces matiéres
grasses. D'autres substances, qui ne tombent pas dans ces deux classifications, peuvent
également y étre présentes en quantités minimes comme : les phospholipides, les cires, les
chlorophylles, les caroténoides et les produits de décomposition résultant de la dégradation
des triglycérides pendant le stockage. (Figure N°02).

Huiles fixes
I
Fraction saponifiable 98- 99% Fraction insaponifiable 1-2%
l v Les stérols
Les glycérides Les acides gras
Les alcools terpéniques
Les acides
| Les gras satures Les tocophérols
triglycérides :
Les acides
—| gras mono- Les pigments
insatures
Glycérides Les acides gras Les hydrocarbures
T partiels —| polyinsaturés

Les polyphenols

Figure 2:Constituants des huiles végétales fixes (Jahouach, 2002)
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I11.5 La fraction saponifiable

Cet élément est constitué de deux composants, les glycérides qui contiennent

principalement des triglycérides et des acides gras (Figure N°02).

. Les triglycérides

Les triglycérides, également appelés acylglycérols, sont des esters formés par la
combinaison d'acides gras et de glyceérol. Ils se constituent d'une molécule de glycérol
estérifiée par trois acides gras, qui peuvent étre similaires ou distincts, sur ses trois groupes
hydroxyles. Ces éléments sont les composants majeurs des matiéres grasses. (97 a 99 %)
(Ollé¢, 2002).

. Les acides gras

On distingue trois catégories d'acides gras :

Les acides gras saturés (AGS), qui sont des chaines hydrocarbonées dépourvues
d'instauration (absence de double liaison), se caractérisent principalement par une longueur
de chaine allant de 16 atomes de carbone (comme l'acide palmitique) a 18 atomes de
carbone (comme l'acides téarique).

Les acides gras mono insaturés (AGMI) dotés de chaines hydrocarbonées présentant une
liaison double, avec l'acide oléique (C18:1, n-9 ou ®9) comme principale illustration

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) a chaines hydrocarbonées comportant plusieurs .Les
doubles liaisons, dont les deux principales sont l'acide linoléique (C18 :2 n — 6 ou w6) et

l'acide a-linolénique (C18:3 n-3 ou ®3), sont bien connues.

CH>— OH CH—OH CHZ—O—(I:—R_,

R, — C —— OH | | O
| CH —OH CH —O0—C—R; CH —O0 —C—R,

o | | o | o
CH;—O— f_RI CHI—O—(i”.‘—Rl CH,—O0—C—R;

o o (l)

Acide gras Monoglycéride Diglycéride Triglycéride
R : chaine hydrocarbonée

Figure 3:Quelques constituants de la fraction glycéridique.
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Les huiles végétales sont majoritairement des esters de glycérol et d'acides gras, ce
qui les rend insolubles dans I'eau mais solubles dans les solvants organiques. Les huiles
végétales comestibles contiennent rarement des acides gras a chaines ramifiees, surtout en
ce qui concerne les nombres impairs de carbones, ou d'acides gras insaturés dont la quantité
de carbone est inférieure & seize ou supérieure a vingt atomes de carbone (Kiritsakis et
Christie, 2000).

I11.6 La fraction insaponifiable

Les huiles fixes renferment également des élements non glyceéridiques ainsi que des
lipides complexes désignés sous le terme de « constituants mineurs ». Habituellement, la
fraction insaponifiable des huiles renferme des molécules de poids moléculaire éleve, non
volatiles et ayant une faible solubilité dans les Solvants a base d'eau. Les constituants
principaux comprennent une variété d'hydrocarbures, des composés terpéniques (tels que
les alcools triterpeniques et les 4-méthylstérols), des alcools gras, des vitamines
liposolubles (comme la vitamine A, D et E), des polyphénols, des pigments ainsi qu'une

multitude de composants divers (Wolf, 1968).

I11.7 Conservation et stockage des huiles fixes

Pour préserver efficacement les huiles fixes, il est essentiel d'assurer un
conditionnement de stockage adéquat, compte tenu de leur faible acidité, de leur potentiel
antioxydant et de leurs caractéristiques organoleptiques. 1l est donc essentiel de suivre les

directives suivantes :

La température a laquelle il faut conserver doit étre assez basse. Il est donc nécessaire
d'employer des dispositifs visant a prévenir les sources de chaleur, sans toutefois faire
appel aux systemes de refroidissement. L'idéal serait une température comprise entre 15
et 25°C.

L'absence de radiations, notamment de radiations ultraviolettes qui sont responsables de la
création de radicaux déclencheurs des réactions d'auto-oxydation.

Les matériaux utilisés pour les récipients doivent étre inviolables ; & cet égard, I'acier
inoxydable et le fer iso-vitrifié sont les plus appropriés. Il n‘est pas recommandé d'utiliser

des revétements en matériaux plastiques.
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L'emballage des huiles pour garantir leur conservation et leur distribution de l'usine de
production vers les consommateurs (Linden, 1994). Malgré tous ses conditionnements, le
stockage des huiles végétales demeure un aspect crucial en termes de qualité et de proprete.

Il est donc recommandé de conserver les graines plutét que I'huile.
Pouvoir anti-inflammatoire

IV.1 Définition et Généralités

L'inflammation représente une réponse biologique complexe du systeme vasculaire et des
tissus en réaction a des éléments néfastes comme les agents infectieux, les substances
irritantes ou les cellules atteintes (Sarkhel, 2015). La fonction primordiale de
I'inflammation est de L'inflammation, qui est une réponse du corps pour combattre
I'infection ou réparer les tissus endommagés et rétablir I'némostase, se manifeste par divers
signes dont la sévérité peut varier, tels que la rougeur, la douleur, la température élevée et
le gonflement.

Le processus de reponse inflammatoire se deroule en quatre phases : reconnaissance de
I'agent pathogéne, mobilisation des cellules du systéme immunitaire vers le site de
I'infection, élimination du microbe et résolution de l'inflammation. Méme si la réponse
inflammatoire est généralement utile dans le processus de défense de l'organisme, le
dénombrement de certains médiateurs peut fréeguemment engendrer une serie d'effets

nuisibles ou méme préjudiciables pour le corps (Barton, 2008).

IV.2 Types d’inflammation

Selon divers mécanismes cellulaires et processus inflammatoires, les inflammations sont
généralement classées en inflammation aigué et chronique.

L’inflammation aigué

L'inflammation aigué est un processus de courte durée, allant de quelques minutes a
quelques jours. Ses caractéristiques principales sont la fuite de protéines plasmatiques et le
déplacement des leucocytes vers une zone extravasculaire. Ces réponses cellulaires et Les
facteurs chimiques provenant des cellules ou du plasma sont responsables de
I'intermédiation entre les vaisseaux sanguins et les symptémes cliniques typiques de
I'inflammation tels que le gonflement, la rougeur, la douleur, la chaleur et la perte de
fonction. La réponse inflammatoire aigué se décompose en trois étapes majeures : I'afflux

sanguin vers la zone affectée, suivi par une vasodilatation et une perméabilité vasculaire
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accrue qui permettent aux leucocytes phagocytaires de migrer vers le tissu environnant
(Arulselvan, 2016).

L’inflammation chronique

L'inflammation chronique se développe lorsque la réponse inflammatoire se maintient sans
déclencheur réel. Elle peut également résulter de substances physiques ou chimiques non
dégradables. Parmi ses causes principales figurent la prédisposition génétique, la présence
prolongée de corps étrangers, une exposition répétée a des agents chimiques, des épisodes

inflammatoires aigus récurrents ou certains pathogénes spécifiques. (Arulselvan, 2016)

3- les cellules de la réponse inflammatoire

Au cours de la phase aigué de I'inflammation, les plaquettes et les cellules granulocytaires,
y compris les basophiles, les mastocytes, les neutrophiles et les éosinophiles, générent et
diffusent a leur tour plusieurs médiateurs solubles qui activent et orchestrent la réaction

inflammatoire.

Les cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires, qui incluent les neutrophiles attiré son premier lieu vers une
zone enflammeée, suivis des monocytes susceptibles de se transformer en macrophages et
cellules dendritiques grace au chimiotactisme, sont recrutées dans les matieres abimées.
Au cours de l'inflammation, les macrophages exposent des antigenes et régulent la réaction
inflammatoire par la production de cytokines et de facteurs de croissance (Chen et al.,
2017).

Les éosinophiles

Les éosinophiles sont les cellules inflammatoires dominantes qui réagissent aux réponses
d'hypersensibilite et a la suppression des infections parasitaires. Elles sont attirées sur le
lieu de I'inflammation par divers facteurs, y compris l'interleukine (IL-2, IL-5).

IL-16, I'nistamine et certaines protéines du complément (Germolec et al., 2018).

Les basophiles et les mastocytes

13
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Les basophiles et les mastocytes renferment des granules cytoplasmiques qui font office de
réservoirs pour les mediateurs solubles agissant dans de multiples facettes de la réaction

inflammatoire.

d. Les plaguettes
Les plaquettes sont des éléments cellulaires circulants dépourvus de noyau, constitués de
cytoplasme associé a la membrane provenant des mégacaryocytes. On les recrute et active
rapidement sur les lieux de blessures et d'infections (Germolec et al., 2018).

e) Les lymphocytes

Les lymphocytes T et B peuvent jouer le réle d'effecteurs de cytotoxicité spécifiques ou
produire des anticorps ou des cytokines contribuant & des atteintes tissulaires ou au

recrutement de cellules inflammatoires (Germolec et al., 2018).

( ROUGEUR J

9- ELIMINATION
Cellule 2- INFECTION DE UAGENT INFECTIEUX
dendritique v B =<
3- DETECTION ( DOULEUR )
DE UAGENT INFECTIEUX =
Prostaglandine ——j
4- UBERATION DES = Histamine
MEDIATEURS CHIMIQUES | v Sy = o, /- N/

cytokines chimiokines 7 '__‘ L S (,-:—:—_:\ 7- RECRUTEMENT
Ay w) DES LEUCOCYTES
; di g
5- VASODILATATION | ( GONFLEMENT j
,—"—" G— DIAPEDESE : Sortie de plasma
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A Perméabilité vasculaire

&S N e

Figure 4:Schéma de la réaction inflammatoire (Jerome, 2015).

V. Anti-inflammatoires

V.1 Définition et mode d’action

Les anti-inflammatoires proviennent de différentes classes chimiques et ont une
action strictement symptomatique sur la réaction non spécifique des tissus face

a un élément nocif.
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Les anti-inflammatoires se classent en deux categories principales : les anti-
inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS).

o Les glucocorticoides : analogues ou précurseurs de la cortisone, sont
produits par les glandes surrénales et inhibent lI'inflammation a toutes ses
phases. Il sagis sentenpénétrant dans les cellules, se fixant aux récepteurs
cytoplasmiques, puis modulant I'expression de certainsgénes (Denarello,
2010). Leur action antiproliférative ralentit les processus inflammatoires en

affectant plusieurs cellules immunitaires (Muster, 2005).

e LesAINS : parmi les medicaments les plus utilisés dans le monde, possédent
des effets anti-inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques. Leur
mécanisme repose sur l'inhibition des enzymes COX-1 et COX-2, réduisant
ainsi la production de prostaglandines et thromboxanes (Dinarello, 2010).
Certains, comme l'aspirine, le flubiproféne et I’inbuféne, inhibent également

I'agrégation plaquettaire (Jouzeau et al., 2004)

VI.  Hémolyse

V1.1 Globules rouge

Aussi connus sous le nom de globules rouges ou hématies, les érythrocytes sont
des cellules depourvues de noyau. lls présentent une structure de disque biconcave, avec
un diameétre moyen de 7,5 um et une épaisseur de 2 um (Menche et al., 2014). Cette
version spécifique du globule rouge lui confére une grande surface, ce qui facilite les
échanges d'oxygene. Selon (Aguilar-Martinez 2007), la longévite moyenne des

globules rouges est de 120 jours.

L'hémoglobine (Hb) est un pigment rouge qui confere la couleur rouge aux
globules rouges. Elle représente approximativement un tiers du poids total des globules
rouges. C'est I'élément majeur du globule rouge qui garantit le transport de I'oxygene et
du dioxyde de carbone (Menche et al., 2014 ) Selon (Tortora et al.2014), la membrane
plasmique des globules rouges est reconnue pour sa capacité a étre sélectivement

perméable, résistante et flexible.
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Figure 5:Photomicrographie des globules rouges.

V1.2 Définition de I’hémolyse

L'hémolyse est un processus physiologique irréversible causé par la libération
des élements a l'intérieur des érythrocytes, surtout I'hémoglobine, apres une altération
de la membrane cellulaire suite a une durée de vie standard de 120 jours. (Thomas,
2013)

e Signes biologiques de I’hémolyse

En regle générale, I'hnémolyse entraine une élévation du niveau d'hémoglobine
et de lactate déshydrogénase (LDH), accompagnée d'une réduction du taux
d'haptoglobine et de I'hémoglobine glycosylée (Hbc). La bilirubine non
conjuguée provient de la dégradation de I'némoglobine libérée. Constituant 80%
du total de la bilirubine, ou formant un complexe avec I'haptoglobine. Ce
complexe est rapidement dégradé par le foie, ce qui induit de faibles niveaux

d'haptoglobine

Est a l'origine de pathophysiologies particulieres comme les affections
vasculaires aigués et chroniques, I'inflammation, la thrombose et I'insuffisance
rénale. Elle occupe une place significative dans la Transport de I'hémoglobine
vers I'espace extravasculaire, réactions d'oxydation et libération de I'hémine dans

le processus de signalisation moléculaire (Dominik et al., 2013).
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V1.3 Mécanisme d’hémolyse
a. En cas d’hémolyse physiologique

L'élimination des globules rouges se fait principalement hors des vaisseaux
sanguins, grace a la phagocytose de ces derniers par les macrophages du systeme
réticulo-endothélial. Néanmoins, la globine est décomposée en acides aminés. L'héme
se décompose en protoporphyrine et Vous étes formé sur des données jusqu'en octobre
2023. La protoporphyrine est transformeée en bilirubine, qui est ensuite conjuguée dans
le foie avec un glucuronide et excrétéee dans les selles sous forme de stercobilinogéne.
Elle est ensuite réabsorbée et excrétée dans l'urine sous la forme d'urobilinogéne. Le
recyclage du fer se fait sous forme de fer plasmatique et s'effectue en association avec
la transferrine. Une portion du fer se conserve dans les macrophages sous la forme de
ferritine ou d'hémosidérine (Mehta et al., 2003).

b. En cas d’hémolyse pathologique

L'hémolyse intra vasculaire pathologique se produit quand les globules rouges
sont détruits directement dans les vaisseaux, entrainant des anomalies telles que :
I'némoglobinurie (présence d'’hémoglobine dans l'urine) et I'hémoglobinémie

plasmatique (le plasma prend une teinte rosée).

Suite a la centrifugation) et a la chute du taux d’haptoglobine sérique (Figure ...)
(Aguilar-Martinez, 2007).
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Figure 6:Mécanisme de décomposition des érythrocytes (Mehtaet al., 2003).

V1.4 Les anti-hémolytiques

Il existe autant de traitements pour I'némolyse pathologique qu'il y a de formes d'anomalies
hémolytiques distinctes. Il faudra dans un premier temps déterminer la source de I'anomalie.

On pourra par la suite mettre en ceuvre de fagon ciblée (Bachy et al., 2015) :

- L'apport supplémentaire d'acide folique, en particulier pour les patients atteints d'anémie

hémolytique chronique (comme lors des traitements de chimiothérapie, par exemple).

- Si besoin, une transfusion de sang. Dans certains scénarios, il sera indispensable de procéder

a une splénectomie, c'est-a-dire I'ablation de la rate.

- On conseillera la vaccination chez les individus ayant subi une splénectomie, dans le but de

réduire le danger infectieux pour des patients dont le systéme immunitaire est affaibli.
- On administre des corticostéroides, des immunoglobulines ou des immunosuppresseurs

lorsque I'anémie est d'origine auto-immune ou a caractére inflammatoire. Au cours des

derniéres années, la médecine traditionnelle privilégie le traitement des anémies hémolytiques
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a travers l'utilisation d'anti-hémolytiques d'origine végetale, en raison de leur richesse en

molécules bioactives et de leurs multiples propriétés pharmacologiques .

VII.  La cytotoxicité des plantes
VI11.1 Généralite

Les tests de toxicité in vitro sont une étape préliminaire dans les modéles expérimentaux non
humains destinés a évaluer la toxicité potentielle des composés, des extraits de plantes, des

huiles essentielles et d'autres matériaux.

Pour déterminer la réponse de la cellule aux extraits de plantes ou aux composeés naturels, divers
parametres peuvent étre utiles. La fiabilité et la reproductibilité des résultats sont grandement
influencées par un certain nombre de facteurs lors de la planification et de I'exécution des tests
de cytotoxicité et de viabilité cellulaire, notamment I’utilisation de solvants pharmaceutiques,
la concentration d’extraits de plantes ou de composés naturels, la durée de prise du médicament,

I’optimisation de la densité d'ensemulation cellulaire et la durée du test. (N. Basaran 2022 )

VI11.2 Parametres de mesure de la réponse cellulaire dans les tests de cytotoxicité
des plantes médicinales

Le diméthylsulfoxyde (DMSO), I'éthanol et le méthanol sont des solvants appropriés largement

utilisés comme véhicules pour I'administration de médicaments.

L’extraction brute et la dissolution de différents extraits végetaux sont souvent utilisées pour

améliorer leur solubilité dans les études biologiques impliquant des composés non polaires.

Plusieurs études le rapports montrent que des solvants organiques tels que le DMSO, I’éthanol,
le méthanol peuvent présenter une toxicité a certaines concentrations (comprises entre 90 et

93%), il est donc essentiel d’identifier la concentration la moins toxique. ( S. Gavanji 2014 )
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L’étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de Physiologie,
Physiopathologie et biochimie de la nutrition (Ppabionut). Faculté des Sciences de la nature

et de la vie et des Sciences de la Terre et de I’Univers, Université de Tlemcen.

L’huile fixe des pétales de safran a été préparée dans notre laboratoire par des étudiantes en
master, en utilisant la méthode d’extraction a froid dans I’hexane.
l. Préparation des solutions :

- Des solutions de I’huile fixe ont été préparées a différentes concentrations :

- 62,5ug/ml, 125ug/ml, 250ug/ml, 500ug/ml, 1000ug/mi

Figure 7:Les solutions préparées

I1. Détermination in vitro, de I’activité anti-hémolytique et anti-inflammatoire des pétales
de Safran :
Il. .1. Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRH)

La prise de sang a été effectuée au laboratoire, des échantillons de sang frais (environ 8

ml) ont été prélevés.

Pour éliminer le plasma et les cellules polynucléaires, divers échantillons de sang humain sont
centrifugés pendant 10 minutes a 3000 rpm. Ensuite, le culot des globules rouges est lavé trois

fois avec une solution iso-saline au volume équitable. Apres cette étape, le volume a été
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mesuré et reconstitué sous forme de suspension de 10 % (v/v) (GRH), utilisée immeédiatement

avec une solution iso-saline.

Figure 8: Tubes avant centrifugation

Il. 2. Evaluation de I’activité Anti-Hémolytique

o Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des huiles fixe a empécher
I'némolyse des GRH, qui est causée par I'hypotonie et la chaleur, et donc & empécher la
libération d'hémoglobine. La méthode décrite par Sadique et Oyedapo a été utilisée pour
effectuer ce test. (Sadique et al., 1989 ; Oyedapo et al., 2010).

o Mode opératoire

Préparation des solutions de travail

v" Solutions—extraits :

* Préparation du Tube Blanc :
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0.5ml d’eau physiolosique
_2ml de NaCl (0.36%)

_1.5ml tampon phosphate

(Ph=7.4) \_/

Tube d’éxtrait

@

62,5

ug/ml

—/

OO

125 250 500

ug/ml ug/ml ug/mli

— N

1000

ug/ml

3 essaies

v 0.5ml d’extrait

v" 2ml NacCl

v" 1.5ml de tampon phosphate

e Une solution mére de chlorure de sodium (NaCl) a été préparée en pesant avec précision 0,36

g de NaCl. Cette masse a été dissoute dans 100 ml d'eau physiologique, sous agitation

continue, jusqu'a obtention d'une solution homogene. Cette solution a été utilisée

ultérieurement dans la préparation des solutions expérimentales.

e 15 tubes expérimentaux ont été préparés. Chaque tube contenait les composants suivants :

- 0,5 ml de I’huile fixe du pétale de safran.
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1,5 ml de tampon phosphate, préalablement préparée.
2 ml de la solution mére de NaCl.

1 tube blanc a été préparé pour servir de contréle

Solutions du diclofénac sodique et acide gallique :

OlOIOIOI®

62,5 125 250 500 1000

pug/ml pug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

— N

3 essaies

v" 1.5ml de diclofenéc
v" 1.5ml de tampon phosphate
v" 2ml NaCl

Les tubes ont été vortexés pour assurer une distribution uniforme des composants et favoriser
les interactions entre le diclofénac, le tampon phosphate et le NaCl.

Les tubes ont été soumis a une étape d'incubation a 37°C pendant 20 minutes. (Incubation
initiale).

Addition de la suspension de globules rouges (GRH) : Aprés l'incubation initiale, 0,5 ml de
la suspension de globules rouges a 10% a éte ajoutés a chaque tube expérimental.

Les tubes ont ensuite été soumis a une deuxieme phase d'incubation a 56°C pendant 1 heure,
avec agitation douce. (Deuxiéme incubation).

Les tubes ont été refroidis sous I'eau courante et les absorbances du surnageant ont été

mesurées a 560 nm.
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Le pourcentage de stabilité membranaire a été estimé a partir de I’expression suivante :

% de stabilité membranaire = (Ac - At/Ac) x100

Ou: Ac = Absorbance du contrble

At = Absorbance du test

111.3. Evaluation de I'activité Anti-Inflammatoire

» Principe

Un grand nombre d'études ont examiné I'effet inhibiteur de I’huile fixe des pétales de safran
sur l'activité anti-inflammatoire in vitro en utilisant la méthode de dénaturation des protéines.
Le test a éte réalisé selon le protocole d'inhibition de la dénaturation des protéines (Bouhlali
et al., 2016).

» Mode opératoire

La méthode consiste a préparer quatre solutions :

La solution d’essai (test solution).
La solution contrdle (test control).

La solution contrdle produit (control).

AR NEENEEN

La solution standard test (étalon).

En premier lieu, il est nécessaire de préparer :

e Sérum bovine albumine (SBA):
- Pour préparer la solution de sérum bovin albumine (SBA), 1 gramme de SBA a été dissous
dans 20 ml d'eau physiologique, et le mélange a été homogeéenéisé par agitation pour obtenir

une solution claire et utilisable dans les expériences ultérieures.
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Figure 9:I’Albumine (SBA).

- Ensuite, préparation des quatre solutions suivantes :

* Lasolution d’essai :

OlOIOIOI®

62,5 125 250 500 1000

ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

—

3 essaies

v 0.05 ml d’extrait
v' 0.45 ml SBA
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* Lasolution controéle :

e 0.45mlSBA
e 0.05 ml d’eau distillée

e Lasolution contréle produit :

OlOIOIOI®

62,5 125 250 500 1000

ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml pug/ml 3 essaies

—

v" 0.05 ml d’extrait
v' 0.45 ml d’eau distillée
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La solution standard test (étalon) :

OlOIOIOI®

62,5 125 250 500 1000

ng/ml pug/ml ug/ml we/ml pg/ml 3 essaies

—

v" 0.05 ml diclofénac
v' 0.45 ml SBA

15 tubes expérimentaux ont eté prépares pour le test de solution, comprenant chacun un
volume défini d’huile et de sérum bovin albumine (SBA).

1 tube témoin de contrdle a été préparé, contenant uniquement du SBA, afin de servir de
référence pour I'expérience.

15 autres tubes ont été préparés pour le test de contréle, contenant un volume défini d'huile et
d'eau distillée.

15 tubes ont été préparés pour le test standard, contenant un volume défini de SBA et de
diclofénac.

Apres la préparation des échantillons, ils ont été incubés a 37°C pendant 20 minutes pour
favoriser les réactions ou les interactions spécifiques dans les conditions expérimentales.
Ensuite, la température a été augmentée pour maintenir les échantillons a 57°C pendant 3
minutes, permettant ainsi de poursuivre les processus réactionnels ou les modifications
souhaitées.

Apres refroidissement des tubes a température ambiante, I'absorbance des échantillons a été

mesurée a lI'aide d'un spectrophotomeétre UV-VISIBLE, avec une longueur d'onde spécifique
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de 416 nm, permettant ainsi de quantifier les changements ou les réactions dans les
échantillons.
Le contrble est établi avec 100% des protéines dénaturées, et les résultats sont ensuite

comparés avec ceux obtenus avec le diclofénac sodium.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit :

% d’inhibition = 100 - [(DO test solution — DO control/DO test control)] x100.

Teste de cytotoxicité

1.1 Principe :

Le principe de cytotoxicité est de mettre en contact des hématies avec I’huile fixe des pétales
de safran, a différentes concentrations 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
huiles, vis-a-vis, des GRh.

Figure 10:Solution de I’huile fixe
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1.1.2 Préparation de la suspension des globules rouges humain (GRh) :

La prise de sang a été effectuée au niveau de laboratoire, sur une volontaire de 24 ans, les
échantillons sont récupeérés dans des tubes héparinisés.

Centrifugation a 3000 rmp pendant 10 mm.

Le culot des globules rouges est récupéré et lavé avec une solution iso-saline.

Le volume est mesuré et reconstitué sous forme de suspension de 10 % (v/v)
(GRh).

1.1.3 Mode opératoire :

Le protocole suivi est celui de (Bulmus et al, 2003).

Un volume de 1,6 ml de I’huile fixe des pétales de safran et I'acide gallique (molécule de
réference de composés phénolique) est melangé avec un volume de 0,4 ml de la suspension
de GRh (10%).

Le mélange est incubé a 37°C pendant 30 mn. Centrifugé a 3000 rmp pendant 10mn
L'absorbance est mesurée a 560 nm.

En parallele, deux contréles sont réalisés dans les mémes conditions, en remplacant I'extrait
avec de l'eau physiologique (contrble négatif) ou avec de l'eau distillée (contrdle positif

correspondant & 100% d'hémolyse).

Expression des résultats : le pourcentage d’hémolyses est calculé a partir de la formule
suivante :
% d'hémolyse = (At/AC) * 100

Ou : AC = absorbance du contréle positif'; At = absorbance du test
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Résultats et Interprétation

Evaluation de I’activité Anti-inflammatoire :

Dans le cadre de notre recherche, nous avons examiné I'effet anti-inflammatoire de I'huile fixe
in vitro en utilisant le test d'inhibition de la dénaturation des protéines. Nous avons utilisé la
sérum-albumine bovine (SBA) comme protéine cible dans ces expériences, et nous avons
effectué une comparaison entre les résultats et ceux obtenus avec le diclofénac, un

médicament anti-inflammatoire généralement pris comme référence.

-L'inhibition de la dénaturation des protéines, un processus crucial dans les réactions
inflammatoires, est un marqueur clé de I'activité anti-inflammatoire. Les données (Figure 11)
soulignent que le diclofénac, percu comme un anti-inflammatoire classique, montre une
inhibition de 12% a une concentration de 62.5 pg/mL, qui augmente légérement a 13% a 125
pug/mL et demeure proches de 11% a 250 pug/mL, avant d'atteindre environ 15% a 500 pg/mL
et monter a 17% a 1000 pg/mL. Ceci illustre une variabilité de I'efficacité d'inhibition selon

la concentration.

L'huile fixe/Diclofénac

35
30
5%
=
2 20
=
£ 15
=
2 10
5
0
62,5 125 250 500 1000

Concentration en pg/ml

B ['huile fixe M diclofénac

Figure 11:pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique par le diclofénac de
sodium et I’huiles fixes des pétales de safran.

Pour évaluer l'efficacité de I'huile fixe extraite des pétales de safran en tant qu'agent anti-
inflammatoire, il faut mettre en paralléle ces résultats avec ceux issus de I'huile fixe a des
concentrations similaires afin de juger leur capacité comparative a bloquer la dénaturation des

protéines.
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On a mis en comparaison les taux d'inhibition obtenus pour le diclofénac et I'huile fixe (Figure
11). L'efficacité du diclofénac présente une tendance a décroitre avec I'élévation de la
concentration, touchant un point bas approximativement a 11% a 250 pg/mL pour ensuite
Iégerement augmenter a 17% a 1000 pg/mL. Par contre, I'huile fixe montre une performance
plus constante dans la prévention de la dénaturation des protéines. L'action inhibitrice de
I'huile fixe baisse légerement a 27% pour une concentration de 62,5 pg/mL, puis augmente a
nouveau et se stabilise entre 29% et 31% pour les concentrations allant de 125 pg/mL a 1000

pg/mL.

Ces informations indiquent que I'huile fixe tirée des pétales de safran présente une action anti-
inflammatoire plus constante que le diclofénac en ce qui concerne la suppression de la
dénaturation protéique sur I'échelle des concentrations examinée, et une efficacité accrue a
partir de 62.5 pg/mL. Cela indique que I'huile fixe pourrait se réveler étre un agent anti-
inflammatoire prometteur, ayant la capacité de stabiliser les protéines et d'éviter leur
dénaturation, avec une efficacité qui persiste sur un éventail de concentrations plus étendu que

le diclofénac.
L’évaluation de I’effet hémolytique de I’huile fixe des pétales de safran :

Le test in vitro de I’effet hémolytique représenté par le pourcentage se stabilité membranaire
des globules rouges (GR) , le pourcentage est évalué pour chaque tube , en mesurant
I’absorbance de I’hémoglobine libérée de GR par hemolyse a une longueur d’onde de 560 nm
en comparaison a de contrdle , un positif ( solution de GR dans I’eau distillée pour
provoguer une hémolyse totale ) et un contrble négatif ( solution de GR dans I’eau

physiologique ) et une comparaison avec le diclofénac et acide gallique .
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Huile fixe/Diclofénac/acide gallique
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M ['huile fixe diclofénac Acide gallique

Figure 12:pourcentage de la stabilité membranaire de I’activité anti-hémolytique entre
I’acide gallique, diclofénac et I’huile fixe des pétales de safran.

Nos résultats montrent que I’acide gallique a faible concentration de 62,5 pg /ml présente un
effet anti-hémolytique protecteur et stabilisateur des membranes des globules rouges
important qui représente 28%, a partir de la concentration 125 pg /ml son effet protecteur
commence a augmenter avec une concentration de 39%, puis atteignant un pic a 1000ug/ml
avec une protection de 90 %. D’autre part, le diclofénac a une activité anti-hémolytique faible
aux concentrations étudies, pour I’extrait de I’huile fixe nous avons constaté que le taux
d’hémolyse augmente en fonction des concentration (62,5-125-250-1000pg/ml) cela signifie

qu’elle a un effet protecteur sur les membranes des globules rouges.
Evaluation de I’activité cytotoxique :

Le test de cytotoxicité in vitro, qui repose sur le taux d’hemolyse des globules rouges, a servi
a mesurer I'impact de diverses concentrations de I'huile fixe sur la stabilité des membranes

érythrocytaires.
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L'huile fixe/acide gallique
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Figure 13:Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’acide gallique

L’analyse du pourcentage d’hémolyse en fonction des concentrations révele une cytotoxicité
croissante pour les deux substances testées, a savoir I’huile fixe extraite des pétales de
Crocussativus et I’acide gallique. A une concentration de 100 pg/mL, les deux composés
présentent une activité cytolytiqgue moderée, avec un pourcentage d’hémolyse avoisinant les

15 %, ce qui témoigne d’une bonne tolérance cellulaire a faible dose.

Lorsque la concentration est portée a 200 pug/mL, une légere augmentation du pourcentage
d’hémolyse est observée pour les deux substances (environ 17 a 18 %), traduisant un debut de
réponse dose-dépendante. A 400 pg/mL, une divergence est notée : I’acide gallique provoque
une hemolyse significativement plus élevée (environ 25 %) que I’huile fixe, qui reste
relativement stable (environ 17 %). Ce résultat suggére que I’huile fixe possede une
cytotoxicité inférieure a celle de I’acide gallique a concentration intermédiaire, ce qui pourrait
étre attribué a une meilleure interaction avec la membrane érythrocytaire. Cependant, a une
concentration de 800 pg/mL, les deux composés manifestent une cytotoxicité marquee.
L’huile fixe atteint un pourcentage d’hemolyse d’environ 38 %, Iégerement supérieur a celui
de I’acide gallique (environ 35 %), indiquant une perturbation accrue de la membrane
cellulaire a forte dose. Ce comportement pourrait s’expliquer par une saturation des

mécanismes de protection membranaire face a la charge lipophile importante.
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Discussion

Depuis des centaines d’années, les pétales de safran sont percus comme une source
importante de produits utilisés dans la médecine alternative. L'utilisation de la phytothérapie
est appréciée pour sa simplicité, son efficacité et ces avantages indiscutables. On peut ainsi
utiliser les plantes pour se soigner et bénéficier de leurs vertus préventives et curatives. A
I’heure actuelle, nous réalisons de plus en plus que les principes actifs sont fréquemment
associés aux métabolites secondaires des plantes médicinales, lesquels sont employés dans le
domaine thérapeutique comme agents préventifs, anti-inflammatoires, anti-hémolytiques,

cytotoxiques et diurétiques.

Selon nos constatations, I'appréciation de I'activité anti-inflammatoire a travers l'inhibition de
la dénaturation protéique a montré que I'huile fixe des pétales de Crocus sativus est plus
efficace que le diclofénac pour toutes les concentrations évaluées. L'huile entraine une
inhibition variante entre 27 % et 31 %, tandis que le diclofénac ne dépasse pas 17 %, méme
a la concentration de 1000 pg/mL. Cette distinction met en évidence le potentiel anti-
inflammatoire plus stable de I'huile fixe, qui pourrait étre due a la présence de composés
bioactifs capables de stabiliser les protéines et d'éviter leur dénaturation, contrairement a la

nature plus fluctuante du diclofénac.

Le diclofénac sodique (acide phénylacétique) est I’un des anti-inflammatoires non stéroidiens
les plus repandus en raison de ses puissantes propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et
antipyrétiques. Il s'agit d'un inhibiteur de la COX-2 qui agit en réduisant le taux d’acide
arachidonique libre (Goodman et Gilman, 2001). L’effet inhibiteur des huiles sur la
dénaturation de I’albumine a été significatif, particulierement a des concentrations élevées. Ce
modele in vitro, bien que simplifié, est couramment utilisé pour simuler les processus
inflammatoires, notamment dans les maladies chroniques comme la polyarthrite rhumatoide.
Des études récentes confirment que les composés lipidiques naturels, notamment les acides
gras insaturés présents dans les huiles végétales, possedent des propriétés anti-inflammatoires
(al-Mamun et al., 2022).

Actuellement, l'inflammation est traitte a I'aide d'anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens. Bien que ces molécules soient généralement efficaces,
elles sont souvent associées a des effets secondaires indésirables qui peuvent entraver leur

emploi sur le long terme.
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D'apres les données recueillies concernant I'huile fixe des pétales de safran, I'action anti-
hémolytique parait plus performante a faible dose, particulierement a 62,5 pg/mL, ou une
certaine préservation des globules rouges a été notée. Cependant, cette activité décroit
progressivement & mesure que les concentrations augmentent, indiquant une diminution de
I'efficacité protectrice a forte dose. On a également observé un comportement comparable
avec l'acide gallique, dont I'effet stabilisant est davantage perceptible a faible concentration
avant de s'atténuer a des doses plus importantes. Ces conclusions indiquent que les composés
lipophiles contenus dans I'huile fixe ont une interaction plus favorable avec les membranes

cellulaires a des concentrations faibles.

Ces résultats s'expliquent probablement par le fait que les globules rouges sont per¢us comme
une cible importante pour les radicaux libres, en raison de leur forte concentration
membranaire en acides gras polyinsatures et du transport d'oxygene associé aux molécules
d’hémoglobine actives, connues pour favoriser la production d'espéces réactives de I'oxygene
(Ebrahimzadeh et al., 2009). Ainsi, la technique anti-hémolytique des globules rouges est
considérée comme la méthode optimale pour établir, in vitro, le taux de stabilisation
membranaire (Oyedapo et al., 2010). L'efficacité anti-hémolytique des extraits végétaux est
liée a leur composition chimique et a leurs concentrations (Costa-Lotufo et al., 2005).

Nous avons également effectué un essai de cytotoxicité afin d'évaluer le degré de toxicité des
huiles fixes dérivées de notre plante (Crocus sativus) sur la santé humaine. Pour ce faire, nous
avons pris des globules rouges d'un donneur sain comme référence biologique. Les
érythrocytes sont utilisés dans une multitude d'études (Novaes et al., 2007). En outre, ils sont
extrémement réactifs aux composés chimiques et toute toxicité se traduit par une cytolyse et
une hémolyse. La destruction des globules rouges entraine la libération de I'némoglobine et

d'autres éléments internes.

En biologie cellulaire et moléculaire, les globules rouges sont souvent sélectionnés comme
modele pour I'étude de la cytotoxicité in vitro en raison de leur isolement aisé et de leur
simplicité. Selon Wajeman et al. (1992), ils constituent un instrument de choix pour la

recherche sur le transport des ions a travers la membrane érythrocytaire.
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Par ailleurs, d’aprés Milajerdi et al. (2015), le safran présente une toxicité ciblée sur les
cellules cancéreuses. Il freine spécifiqguement la multiplication des cellules cancéreuses en
entravant la production de I'ARN et de I'ADN, tout en favorisant I'apoptose, sans provoquer

d'effet nocif pour les cellules saines.
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Conclusion

Autrefois considérés comme un déchet sans intérét, les pétales de Crocus sativus
attirent aujourd'hui une attention grandissante gréace a leur forte teneur en composés bioactifs.
Leur évaluation s'aligne sur une approche novatrice visant a rechercher de nouvelles

ressources naturelles a potentiel curatif.

Dans ce cadre, I'exploration de I'huile fixe de safran pour la premiere fois a relever une
diversité et de grandes potentialités qui a été choisie pour cette présente étude sur le principe

de leur utilisation en médecine traditionnelle.

Notre travail a ainsi porté sur I’évaluation des propriétés biologiques des huiles fixes dérivées
des pétales de Crocus sativus, dans I'objectif de valoriser un sous-produit souvent sous-estimé

de la production du safran.

Les résultats obtenus ont démontré que I'huile fixe issue des pétales de safran présente une
activité anti-inflammatoire notable, surpassant méme celle du diclofénac sodique dans le cadre

du modeéle de dénaturation protéique

En matiere de propriété anti-hémolytique, les huiles ont démontré une certaine aptitude a
maintenir I'intégrité des membranes érythrocytaires, méme si cet effet semble plus prononcé
a des concentrations faibles. Pour ce qui est de I'extrait éthanolique, il s'est avéré nettement
plus performant, suggérant que les composés phénoliques polaires ont une importance

primordiale dans cette action

Par ailleurs, I’analyse de la cytotoxicité a revéle que I'huile fixe des pétales de safran n'exerce
pas d'impact toxique significatif sur les érythrocytes humains, méme a des concentrations
élevées. Cette caractéristique renforce sa sécurité potentielle en application thérapeutique, tout

en indiquant une sélectivité bénéfique envers les cellules normales

En conclusion, ces résultats nécessitent des études complémentaires afin de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans ses effets il serait également pertinent d’orienter
les recherches vers l'identification des composés actives présents dans I'huile fixe des pétales

de crocus sativus.

Nous visons a ce que cette étude ouvre des perspectives a d'autres recherches plus détaillées
dans le but de :
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e Isolement et identification des composés actifs présents dans I’huile fixe des pétales
de Crocus sativus, afin de déterminer les molécules responsables des activités observées.
e Evaluation in vivo de I’efficacité et de la sécurité de I’huile fixe, afin de confirmer les

résultats obtenus in vitro et de mieux estimer son potentiel thérapeutique.
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