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Résumé

Le carthame (Carthamus tinctorius), appartenant a la famille des Astéracées, est une plante
médicinale et oléagineuse, connue pour ses graines riches en huile et ses fleurs utilisées
traditionnellement pour l'extraction de pigments, servant a colorer et aromatiser les aliments,
ainsi qu’a la fabrication de teintures.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de 1’étude phytochimique, le dosage des composés
phénoliques (Polyphénols totaux, flavonoides et tanins), et a 1’évaluation de I’activité
antioxydante par la méthode de piégeage du radical DPPH et la méthode du pouvoir de
réduction du Fer (FRAP), des extraits bruts aqueux obtenus par décoction et macération des
graines de carthame (Carthamus tinctorius), ainsi qu’une analyse chimique de I’huile extraite
des graines et une séparation des composés présents dans 1’extrait acétonique des fleurs par
chromatographie sur couche mince (CCM).

L’huile extraite des graines de Carthamus tinctorius par la méthode de Soxhlet a présenté un
liquide de couleur jaune doré avec un rendement de 48,42%. Cette huile a montré une bonne
qualité, conformes aux normes du Codex Alimentarius (2024), avec des valeurs d’indice
d’acide de 0,44 mg de KOH/g d'huile et un indice de peroxyde de 0,07 méq O2/Kg d’huile.

L'étude phytochimique des extraits bruts aqueux préparés par décoction et macération, a
révélé la présence des alcaloides, des flavonoides, des tanins, des terpénoides, des Saponines,
des coumarines et des quinones libres et 1'absence totale des composés réducteurs et des
anthraquinones.

Les extraits bruts aqueux de carthame, ont noté des teneurs significatives en composés
phénoliques. Les teneurs en polyphénols totaux sont estimées a 181,33 + 0,003 ng Eq AG/mg
ES pour la décoction et a 207 + 0,006 ng Eq AG/mg ES pour la macération. Les flavonoides
ont ét¢ quantifiés a 29,75 + 0,007 ng Eq C/mg ES dans I’extrait de décoction et a 28,35 +
0,003 pg Eq C/mg ES dans I’extrait de macération. En revanche, la décoction a permis une
extraction plus ¢élevée de tanins (101,5 £ 0,015 ug Eq C/mg ES) par rapport a la macération
(56 £0,003 pg Eq C/mg ES).

L’extrait brut aqueux préparé par décoction a enregistré les activités antioxydantes du
piégeage du radical libre DPPH et du pouvoir réducteur du fer, les plus élevés, avec des CI50
de l'ordre de 1,451 mg/ml et des EC50 de l'ordre de 1,42 mg/ml, respectivement. Ces activités
restent inférieures a celles des molécules de référence telles que I’acide ascorbique et le BHA.

L’¢étude chromatographique de I’extrait acétonique des fleurs de Carthamus tinctorius par
CCM a permis de révéler la présence de plusieurs groupes de métabolites secondaires, répartis
sur cinq bandes principales. Ces observations mettent en évidence la diversité chimique des
constituants et confirment le potentiel du carthame en tant que source naturelle prometteuse
de colorants végétaux.



Les mots clés : Graines de Carthamus tinctorius, huile, les indices, extraits bruts, activité
antioxydante, DPPH, FRAP, composés phénoliques, pigments, chromatographie sur couche
mince.

Abstract

Safflower (Carthamus tinctorius), belonging to the Asteraceae family, is a medicinal and
oilseed plant known for its oil-rich seeds and flowers, traditionally used for pigment
extraction, used to color and flavor foods, as well as for dye production.

This work involves a phytochemical study, the determination of phenolic compounds (total
polyphenols, flavonoids, and tannins), and the evaluation of antioxidant activity using the
DPPH radical scavenging method and the Iron Reducing Power (FRAP) method. The crude
aqueous extracts obtained by decoction and maceration of Carthamus tinctorius seeds were
also analyzed. The chemical analysis of the oil extracted from the seeds and the separation of
compounds present in the acetone extract of the flowers were performed using thin-layer
chromatography (TLC). The oil extracted from Carthamus tinctorius seeds using the Soxhlet
method was a golden-yellow liquid with a yield of 48.42%. This oil demonstrated good
quality, compliant with the Codex Alimentarius (2024) standards, with acid values of 0.44 mg
KOH/g of oil and a peroxide value of 0.07 meq O2/kg of oil.

Phytochemical studies of the crude aqueous extracts prepared by decoction and maceration
revealed the presence of alkaloids, flavonoids, tannins, terpenoids, saponins, coumarins, and
free quinones, and the complete absence of reducing compounds and anthraquinones.

The crude aqueous safflower extracts contained significant levels of phenolic compounds.
Total polyphenol contents were estimated at 181.33 + 0.003 ng Eq FA/mg ES for the
decoction and 207 + 0.006 ug Eq FA/mg ES for the maceration. Flavonoids were quantified at
29.75 + 0.007 pg Eq C/mg ES in the decoction extract and 28.35 + 0.003 ug Eq C/mg ES in
the maceration extract. On the other hand, the decoction allowed a higher extraction of
tannins (101.5 += 0.015 pg Eq C/mg ES) compared to the maceration (56 + 0.003 ug Eq C/mg
ES). The crude aqueous extract prepared by decoction demonstrated the highest antioxidant
activities in DPPH free radical scavenging and iron reducing power, with CI50 values of
1.451 mg/ml and EC50 values of 1.42 mg/ml, respectively. These activities remain lower than
those of reference molecules such as ascorbic acid and BHA.

Chromatographic study of the acetone extract of Carthamus tinctorius flowers by TLC
revealed the presence of several groups of secondary metabolites, distributed across five main
bands. These observations highlight the chemical diversity of the constituents and confirm the
potential of safflower as a promising natural source of plant dyes.

Key words: Carthamus tinctorius seeds, oil, indices, crude extracts, antioxidant activity,
DPPH, FRAP, phenolic compounds, pigments, thin-layer chromatography.
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Pendant longtemps, les remédes naturels, et surtout les plantes médicinales, ont été le
principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré I'important développement de
l'industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de soigner un grand nombre
de maladies souvent mortelles ; Actuellement, environ 80 % de la population mondiale
bénéficie des bienfaits de la médecine traditionnelle a base de plantes, ce qui témoigne de la
reconnaissance des connaissances empiriques transmises par nos ancétres (El Rhaffari &

Zaid, 2002).

Les plantes médicinales sont des végétaux utilisés pour prévenir, soigner ou soulager
divers maux. Elles constituent des drogues végétales dont une ou plusieurs parties possedent

des propriétés thérapeutiques (Benmansour, 2020).

Les plantes médicinales occupent une place croissante sur les marchés national et interna-
tional. Elles sont commercialisées afin de répondre a la demande d’une population démogra-
phique croissante, non seulement comme produits alimentaires, mais également pour leurs
usages thérapeutiques et cosmétiques. Elles se présentent sous diverses formes (seches,
fraiches, extraits, distillats, etc.), a destination de multiples domaines (aromathérapie, phyto-
thérapie, herboristerie, homéopathie, allopathie, etc.) et sont distribuées par différents canaux
(pharmacies, parapharmacies, vente directe, magasins bio, a distance ou en ligne). (Bensli-
mane, 2020). Carthamus tinctorius est I’'un de ces plantes médicinales en raison de ses nom-

breuses applications thérapeutiques (Delshad et al., 2018).

Le carthame (Carthamus tinctorius L.) est une plante oléagineuse appartenant a la famille
des Astéracées qui comprend environ 1623 genres et 24700 especes. Son nom scientifique
Carthamus provient d'une latinisation du terme arabe « quartum» ou « gurtum », qui fait
référence a la teinte du colorant extrait de ses fleurs. En anglais, cette plante est connue sous
le nom de safflower. Le carthame est mentionné sous le nom de kusumba dans les textes
anciens. De nos jours, en Inde, il est couramment appelé kardai en marathi et kusum en hindi.
En Chine, il est désigné sous le nom de hong hua (Singh & Nimbkar, 2006 ; Asgarpanah &
Kazemivash, 2013 ; Christenhusz & Byng, 2016 ; Mani et al., 2020). Il est également
cultivé dans diverses régions du monde, avec une production majoritairement assurée par
I’Asie, I’Amérique du Nord et I’Amérique du Sud (Sabikhi & Kumar, 2012). Selon Zemour
et al., (2020), Le carthame se distingue par sa capacité a résister a des conditions
environnementales défavorables, telles que la sécheresse et les températures ¢€levée, Cette
propriété est particulierement remarquable, car elle confére a cette plante une adaptabilité et

une résilience remarquables face aux stress abiotiques. Actuellement, son aire de production
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se localise principalement dans les zones arides et semi-arides. La figure (1) indique les

principales aires de culture de carthame dans le monde.
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Figure 1:Distribution de la culture du carthame dans le monde (Zemour et al.,2020).

Le carthame, une plante polyvalente, dont les graines, les huiles et les fleurs sont utilisées a
des fins médicinales dans de nombreux pays. Il est cultivé depuis des siécles en Inde pour le
colorant rouge orangé¢ (carthamine) extrait de ses fleurs aux couleurs vives et pour son huile
de qualité riche en acides gras polyinsaturés (acide linoléique) (Figure 2) (Singh & Nimbkar,
2006 ; Li & Miindel, 1996). Cette plante domestique trouve de nombreuses applications dans
I'industrie pharmaceutique et cosmétique (Zemour et al., 2020); c’est une source de
nombreux composants chimiques aux activités pharmacologiques diverses, dont les plus
notables sont les suivantes : activités nerveuses centrales, cardiaques, vasculaires,
anticoagulantes, reproductives, gastro-intestinales, antioxydantes, hypolipidémiques et
métaboliques. Ces composants offrent de nombreux autres avantages pour la santé humaine

(Mani et al., 2020).
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Figure 2:Graines et huile de carthame (www.mundopajaros.com consulté le 7 mai 2025)

Le carthame est une plante aux multiples usages et compte parmi les plus anciennes cul-
tures oléagineuses. Il s’agit d’une herbacée a port ramifié, dotée de fleurs munies de courtes
épines. Chaque branche se termine par un capitule de forme globulaire, entouré de plusieurs
rangées de bractées involucrales vertes, généralement munies d'épines (Flemmer et al.,
2015). Les fleurs alternent, sont sessiles, disposées en spirale et épineuses. Les fleurs tubu-
laires (fleurons) sont bisexuées et regroupées en inflorescences terminales de couleur jaune ou
rouge orangé. La plante est généralement autogame. Les graines apparaissent 20 a 30 jours
apres la floraison (Figure 3) (Siyoucef & Lebboukh, 2023).

Figure 3:Carthamus tinctorius (www.gardenia.net consulté le 7 mai 2025)
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Classification botanique de 1’espece Carthamus tinctorius L. est présentée dans les tableaux 1

et2:

Tableau 1:Classification de Ghedira & Goetz (2018).

Régne Plantae
Sous-régne Viridiplantae
Super division Embryophyta
Subdivision Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Super ordre Asteranae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae
Genre Carthamus
Espéce Tinctorius

Genre espeéce Carthamus tinctorius L.

Tableau 2:Classification APG III (2009).

Régne Plantae

Clade Angiospermae

Clade Eudicotyledones

Clade Asteridae

Clade Campanulidae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Carthamus

Espéce Tinctorius

Nom binomial Carthamus tinctorius L.
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Le genre Carthamus compte environ 25 espeéces et sous-especes, dont Carthamus
tinctorius L., qui représente l'espéce cultivée (Yesilyurt et al., 2020), En raison de la
reconnaissance traditionnelle de ses propriétés pharmacologiques, le carthame a fait 1’objet
d’un intérét particulier de la part des spécialistes en phytogénétique, biochimie et
pharmacologie. Sa composition chimique ainsi que la diversité¢ de ses métabolites ont été bien
identifiées, mettant en lumiére son potentiel dans les domaines pharmaceutique et
agroalimentaire. L’analyse de ses constituants non pigmentaires a révélé la présence d’acides
organiques, d’acides gras, de composés polyphénoliques, de phytostérols, de sucres libres et
de minéraux (Mani ef al., 2020). Plus de 200 substances chimiques ont ¢été identifiées dans
Carthamus tinctorius, parmi lesquels on retrouve principalement des flavonoides, des
coumarines, des acides gras, des stéroides, des polysaccharides et des glycosides

phényléthanoides (Asgarpanah & Kazemivash, 2013).

Le carthame génére des fruits secs appelés akeénes, de couleur blanche, a surface lisse et
brillante, munis d’un péricarpe épais, dont le poids unitaire varie entre 0,01 et 0,1 g (Figure

4) (sharma et al., 2022).

Figure 4: Graines de Carthamus tinctorius (photo personnelle)

Le carthame est une plante importante en raison de ses graines riches en huiles (40 %) et
de la richesse de cette huile en acide linolé¢ique (Han et al., 2009 ; Yesilyurt et al., 2020). Ces
graines sont connues pour étre une source de protéines végétales de haute qualité. Elles en
contiennent jusqu'a 16 %. Elles sont également riches en acides gras polyinsaturés, tels que
les acides linol¢ique et linolénique, ainsi qu'en fibres alimentaires, vitamines et minéraux

(Kutsenkova et al., 2020). Les graines de carthame sont utilisées a des fins thérapeutiques,
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notamment dans le traitement de certaines affections osseuses telles que la fragilité osseuse,
I’ostéoporose, et méme de la polyarthrite thumatoide (Lee et al.,2002). Ces graines sont

pareillement utilisées pour obtenir de I'huile de cuisson en Europe (Bacchetti et al., 2020).

Les graisses et les huiles font partie intégrante de 1’alimentation quotidienne. En tant que
principales sources d’énergie, elles sont considérées comme des nutriments essentiels pour
I’organisme humain (Alajtal et al.,2018). En général, chez les plantes, I’huile une substance
insoluble dans 1’eau est extraite des structures dures et lignifiées de certaines graines, noix,

céréales et fruits issus de diverses plantes oléagineuses (Benslimane, 2020).

Les huiles sont les principales sources lipidiques d’origine végétale, elles sont composées
en grande majorité¢ de triglycérides (95 a 97 %), qui assurent principalement un rdle
énergétique en servant de réserve de combustible pour I’ensemble des étres vivants, ainsi que
de phospholipides (moins de 1 %) et de lipides insaponifiables (0,1 a 3 %). Représentant une
part significative de 1’apport lipidique dans 1’alimentation, les huiles végétales présentent un
intérét nutritionnel important en raison de leur richesse et de la diversité en acides gras,
notamment en acides gras polyinsaturés et monoinsaturés, tels que 1’acide oléique. Chez
I’homme, les besoins nutritionnels en acides gras représentent environ 35 a 40 % de ’apport
énergétique total, ces acides gras jouent d’abord un role de source d’énergie, avec une
capacité importante de stockage dans les tissus. Toutefois, I’intérét nutritionnel majeur des
huiles réside dans leur apport en acides gras dits indispensables, précurseurs exclusivement
végétaux des familles oméga-6 et oméga-3. Ces acides gras essentiels interviennent,
directement ou indirectement, dans diverses fonctions physiologiques, telles que la
structuration des membranes cellulaires, la croissance cellulaire, la régulation du métabolisme
lipidique, de I’inflammation, de 1’agrégation plaquettaire, ainsi que de 1’expression des genes

(Pascal et al., 2023).

Les corps gras d’origine végétale, tels que les huiles, graisses et beurres végétaux, sont
regroupés en différentes familles selon leur composition en acides gras. On distingue

généralement quatre familles (Morin & Pagés-Xatart-Parés, 2012 ; Touitou, 2005) :

1. La famille oléique dont l'acide oléique est le principal représentant des acides gras
mono-insaturés (AGMI), est majoritaire dans certaines huiles. C’est le cas notamment
des huiles d’olive, d’arachide, de noisette, des variétés de tournesol et de colza riches

en acide oléique, ainsi que de I’huile de colza elle-méme.
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2. La famille linoléique est caractérisée par la prédominance de 1’acide linoléique (C18:2
oméga-6), un acide gras polyinsaturé (AGPI), que I’on trouve principalement dans les

huiles de soja, de tournesol, de germe de mais et de pépins de raisin.

3. La famille alpha-linolénique est définie par une teneur significative en acide alpha-
linolénique (C18 :3 oméga-3), un AGPI présent en grande quantité¢ dans les huiles de

colza, de soja, de noix et de lin, parfois en position majoritaire.

4. La famille des corps gras riches en acides gras saturés (AGS) se caractérise par une
teneur ¢levée en acides gras saturés, notamment les C12:0, C16:0 et C18:0. Ces
composés sont présents en quantités moyennes a ¢levées dans les huiles de palme, de
palmiste et de coprah particuliérement riches en acide laurique, ainsi que dans le beurre

de cacao et, a titre comparatif, dans la matiére grasse du beurre.

On distingue aussi plusieurs catégories d’huiles végétales alimentaires selon leur méthode
d’extraction et leur degré de raffinage (Rombaut, 2013). D’aprés le Codex Alimentarius

(2023) et Gagnon (2021) on classe :

e Les huiles vierges : obtenues par pressage, accompagnés éventuellement d'une application
de chaleur, sans modification de la nature de Il'huile ; Leur purification se limite a des
méthodes physiques comme le lavage a l'eau, la décantation, la filtration ou la

centrifugation ;

e Huiles obtenues par pressage a froid : Elles ressemblent aux huiles vierges, mais s’en

distinguent par une extraction mécanique sans apport de chaleur ;

e Les huiles raffinées : sont obtenues apres un traitement visant a purifier les huiles
extraites des graines oléagineuses. Lors de I’extraction, la rupture des cellules végétales
libere, en plus de I’huile, divers composants liposolubles tels que les acides gras libres, les
glycolipides, les phospholipides et les composés insaponifiables. Bien que présents en
faibles quantités, ces éléments peuvent nuire a la stabilité de I’huile et altérer ses qualités
nutritionnelles et sensorielles. Le raffinage consiste alors a éliminer ces substances
indésirables ainsi que d’autres impuretés comme les pigments, les composés odorants et les
résidus de pesticides, afin d’obtenir une huile plus stable, neutre en goiit et adaptée a la

consommation.

L’évaluation de la qualit¢ d’une huile repose sur plusieurs critéres de composition,
notamment le profil en acides gras, la teneur en antioxydants comme les tocophérols et les

polyphénols, ainsi que les marqueurs d’altération de 1’huile.
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Les indicateurs couramment utilisés pour 1’évaluation des altérations de 1’huile sont (Ollé,

2002) :

e Lindice d’acide (IA) correspond a la quantité, exprimée en milligrammes,
d’hydroxyde de potassium requise pour neutraliser les acides gras libres contenus dans 1
gramme de corps gras (Noumi ef al., 2011), cet indice exprime la concentration d’acides
gras libres présente dans I’huile. Lorsque I’huile se dégrade, la teneur en acides gras libres
augmente, ce qui entraine une €lévation de son indice d’acide. La mesure de cette acidité
libre constitue donc un indicateur de 1’état d’altération de I’huile (Dupré et al., 2017).
Selon Le CODEX Alimentarius (2023), la valeur maximale de I’indice d’acide pour les
huiles vierges et obtenues par pression a froid est fixée a 4 mg de KOH par gramme

d’huile ;

e DL’indice de saponification (IS) correspond a la quantité, exprimée en milligrammes,
d’hydroxyde de potassium (KOH) requise pour saponifier 1 gramme de matic¢re grasse
(Ollivier et al., 2015). 11 refléte le poids moléculaire moyen des acides gras, Il existe une
relation inverse entre 1’indice de saponification et le poids moléculaire moyen des acides

gras (Odoom & Edusei, 2015).

e DL’indice d’iode (II) représente la quantité, en grammes, d’iode fixé sur les doubles
liaisons de 100 grammes de matiere grasse (Ollivier et al., 2015). 1l mesure le degré
d’insaturation des acides gras (Noumi et al., 2011). Ce qui montre la facilité avec laquelle

I’huile peut s’oxyder (Odoom & Edusei, 2015).

e L'indice de peroxyde (IP) correspond au nombre de milliéquivalent d’oxygene actif de
peroxyde contenu dans 1 gramme de corps gras. Ce dernier est susceptible d'oxyder
l'iodure de potassium, entrainant la libération d'iode (M’baye et al., 2012). Le CODEX
Alimentarius (2023) fixe la valeur de I’indice peroxyde a un maximum de 15 méq O2/kg

d’huile pour les huiles.

L'huile de carthame est de haute qualité grace a sa teneur en acides gras, elle représente
¢galement une source importante de vitamine E. Comme il est bien établi, la composition en
acides gras de l'huile constitue un élément déterminant pour ses applications commerciales ;
La composition standard de l'huile de carthame est approximativement 6-8 % d'acide
palmitique, 2-3 % d'acide stéarique, 16-20 % d'acide oléique et 71-75 % d'acide linoléique et

contient aussi de I’acide alpha-linolénique. En outre, son huile a présenté¢ des concentrations
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particulierement faibles d'acide myristique 0,24 % et d’acide docosanoique 0,43 %. Cette
huile a fait I'objet d'une attention croissante en tant qu'excellent produit de santé, en raison de
son efficacit¢ dans le traitement de I'hyperlipidémie, de 1'athérosclérose et des maladies
coronariennes, ainsi que de sa capacité a améliorer la microcirculation (Cosge et al., 2007 ;

Han et al., 2009 ; Sabah & Saleh, 2015).

En dehors des graines et des huiles fixes, les fleurs représentent 1'une des parties les plus
valorisées de la plante de carthame (Erbas & Mutlucan, 2023). Cette plante est cultivée pour
ses fleurs, employées pour colorer et aromatiser les aliments ainsi que pour la fabrication de
teintures (Asgarpanah & Kazemivash, 2013). On les utilise aussi comme ingrédient de base
dans un thé au gotut agréable développée en Chine et en Inde. Les fleurs de carthame sont
¢galement reconnues pour leurs propriétés médicinales, elles sont employées dans le
traitement de maladies chroniques telles que I’hypertension artérielle, les troubles
cardiovasculaires, ’arthrite, la spondylose et les problémes de fertilit¢ chez I’homme et la

femme (Singh & Nimbkar, 2006).

Les pétales de ces fleurs renferment 1,82 % de protéines, 4,8 % de lipides, 11,6 % de fibres
brutes et 10,8 % de cendres. Ils contiennent également divers composés bioactifs, tels que des
alcaloides, des flavonoides, des lignanoides, des acides organiques, des polyacétylénes, des
alcanédiols, de la riboflavine, des stéroides ainsi que des C-glycosides de quinochalcone

(Figure 5) (Adamska & Biernacka, 2021).

Figure 5: Pétales de carthame (photo personnelle).
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La demande pour des additifs alimentaires naturels a augmenté en réponse aux effets
toxiques et au potentiel mutagéne des colorants synthétiques sur la santé humaine, parmi les
origines de ces colorants naturels, on retrouve le Carthamus tinctorius L. (Hadjadj et al.,

2023).

Les fleurs de carthame sont connues comme une source de pigments rouges (carthamine) et
jaunes (carthamidine) qui appartiennent a la famille des C-glucosylquinochalcones des
flavonoides, que l'on ne trouve pas dans d'autres produits naturels. Le pigment principal du
carthame, la carthamine est un composé flavonoide de formule chimique CLILU/HI O
constitué de deux chalconoides, Elle est produite par un processus d’oxydation de la
précarthamine. Elle est de couleur rouge, insoluble dans l'eau et représente 3-6 % de la
composition des pétales, la formation de la carthamine s'accompagne d'un changement
progressif de la couleur des fleurs, du jaune vers le rouge. Tandis que la couleur jaune
provient de ces composants I'hydroxysafflor jaune A et le safflor jaune B, qui sont solubles
dans I'eau, Parmi les autres pigments jaunes mineurs signalés jusqu'a présent, on trouve le
précarthamine, le safflor jaune A, I'anhydrosafflor jaune B, le safflomin A, le safflomin C, le
cartormin et la tinctormine (Figure 6). Ces pigments rouge et jaune provenant de carthame
sont utilisés dans les domaines médical, cosmétique et alimentaire (Adamska & Biernacka,

2021 ; Setshogela & Emongor, 2021 ; Hadjadj et al., 2023).

Figure 6:Colorants de carthame (Carthamus tinctorius) 100% naturel
(www.ginaepices.com consulté le 14 mai 2025)
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Les colorants naturels de carthame possedent des propriétés antibactériennes et
antifongiques, attribuées a la présence de quinones dans leur structure chimique (Hadjadj et

al., 2023).

En complément de son emploi en tant que plante colorante, Carthamus tinctorius suscite

un intérét accru pour ses bienfaits potentiels contre le stress oxydatif.

Le stress oxydatif est une condition maladive qui survient lorsque la production de
radicaux libres excede la capacité des systémes antioxydants a les maitriser, provoquant un
déséquilibre pour l'organisme. Elle joue un role clé dans le développement de nombreuses
pathologies, comme les maladies pulmonaires obstructives chroniques, la maladie
d'Alzheimer, le cancer, le diabéte sucré, l'hypertension et les maladies liées a l'age.
Structurellement, les radicaux libres sont des substances hautement réactives contenant au
moins un ¢électron non appairé. Ce sont des dérivés actifs des espeéces réactives de I'oxygene
(ERO) et des especes réactives de 1'azote (ERA), qui jouent un rdle clé dans le déclenchement
du stress oxydatif (Zhang et al., 2023). Les antioxydants sont des composés capables de
neutraliser ’action de ces radicaux libres, en limitant ou en stoppant les réactions qu’ils
provoquent, ce qui permet de prévenir ou de ralentir les dommages au niveau cellulaire. Bien
que les mécanismes de défense antioxydante varient selon les espéces, leur présence est un
phénomene universel. On retrouve ces antioxydants aussi bien sous forme enzymatique que

non enzymatique, dans les milieux intracellulaires et extracellulaires (Nimse & Pal, 2015).

Les plantes médicinales sont largement reconnues pour leurs propriétés antioxydantes, ce
qui explique leur utilisation croissante dans la prévention et le traitement de nombreuses
pathologies, notamment celles liées au stress oxydatif. Elles produisent naturellement divers
métabolites secondaires aux effets antioxydants, tels que les acides phénoliques, les
flavonoides et les caroténoides. Parmi ces composés, les polyphénols en particulier les
flavonoides se distinguent par leur capacité a neutraliser les radicaux libres et a protéger les
macromolécules contre les processus oxydatifs (Van Acker et al., 1996 ; Dai et
al.,2010 ; Sharifi-Rad et al., 2020). Sur cette base la présence d'antioxydants dans
l'alimentation joue désormais un rdle clé dans l'amélioration de la qualité et de la sécurité des
aliments, les effets indésirables associés aux antioxydants synthétiques incitent a les

remplacer par des composés d'origine naturelle (E1 Kalamouni, 2010).

La richesse en composés phénoliques des graines oléagineuses joue un role essentiel dans
la protection des acides gras polyinsaturés présents dans les huiles, en limitant leur oxydation,

ce qui traduit une activit¢ antioxydante élevée. L’huile de carthame, en particulier, se
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distingue par sa forte teneur en polyphénols, qui lui confére cette capacité a neutraliser les
effets des especes réactives de I’oxygeéne. Cette propriété¢ antioxydante justifie son utilisation

croissante dans les domaines pharmaceutique et cosmétique (Zemour, 2022).

En particulier les graines de carthame dégraissées contiennent une diversité de composés
phénoliques, notamment des dérivés de la sérotonine, des flavonoides et des lignanes. Ces
composés exercent une activité antioxydante, observable par leur capacité a neutraliser
différents types de radicaux libres tels que DPPH, superoxyde et hydroxyle. Les dérivés de la
sérotonine montrent une efficacité marquée contre les radicaux DPPH et hydroxyles, tandis
que les flavonoides et les lignanes présentent une activité significative, en particulier vis-a-vis
des radicaux superoxydes et hydroxyles. Ainsi, ces composés phénoliques pourraient
contribuer a la protection contre les dommages liés aux especes réactives de I’oxygene (Kim

et al., 2007).

Bien que ce travail se concentre sur I’activité antioxydante du carthame, il est intéressant de
noter que cette plante présente également d’autres propriétés biologiques. Telles que des
activités anti-inflammatoires (Lin ef al., 2017), antidiabétiques (Higa et al., 2010 ; Rahimi ez
al., 2014), antimicrobiennes (Khémiri ef al., 2020), anticoagulantes (Wang et al., 2018 ; Liu
et al., 2018), Activités antitumorales (Tang ef al., 2024) ou encore anti-adges (Zemour et al.,

2021 ; Zemour et al., 2019).

L’huile extraite des graines de carthame a été évaluée pour ses propriétés antimicrobiennes
contre divers agents pathogénes cutanés, notamment des bactéries, des levures et des
champignons filamenteux. Les essais ont révélé une efficacité contre plusieurs souches
bactériennes telles qu’Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus et
Streptococcus agalactiae. De plus, 1’huile a montré une activité notable vis-a-vis de plusieurs
especes de levures du genre Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. sake), ainsi que contre
des moisissures telles qu’Aspergillus niger, Penicillium digitatum et Fusarium oxysporum.
Son action antimicrobienne semble résulter de mécanismes a la fois bactériostatiques et
bactéricides, incluant I’activation de I’enzyme lysozyme. Par ailleurs, un effet inhibiteur sur la
germination des spores fongiques a été constaté. Ces résultats suggerent que 1’huile de
carthame pourrait représenter une alternative naturelle prometteuse pour la prévention ou le

traitement des infections microbiennes associées aux Iésions cutanées (Khémiri et al., 2020).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique d’extrait bruts,
I'analyse chimique d'huile fixe, le dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux,

flavonoides et tanins) et I’évaluation de 1’activité antioxydante par la méthode de piégeage du
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radical DPPH et la méthode du pouvoir de réduction du Fer (FRAP), des extraits bruts hydro-
méthanoliques, obtenus par décoction ou macération, et de I’huile extraite des graines de
Carthamus tinctorius, Par ailleurs, 1’extraction des colorants a partir des fleurs séchées de
Carthamus tinctorius constitue un aspect complémentaire de cette recherche, apportant une

dimension supplémentaire a la valorisation de la plant
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Matériel et méthodes

Notre Travail a été réalisé au sein de laboratoire de recherche « Antibiotiques, antifongiques,
physico - chimie, synthése et activité biologique », département de biologie, faculté des
sciences de la nature et de la vie, des sciences de la terre et de I’'univers, université Abou Bekr

Belkaid, Tlemcen.

1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude comprend des graines et des fleurs séchées de
carthame (Carthamus tinctorius). Les graines ont été achetées chez un herboriste & Nedroma

en décembre 2024, tandis que les fleurs séchées proviennent d’ Arabie Saoudite (La Mecque).

Les fleurs ont été obtenues déja séchées. Apres leur acquisition, les graines et les fleurs ont
¢été broyées séparément a ’aide d’un moulin électrique, afin d’obtenir des poudres utilisées

pour les différentes analyses expérimentales (Figure 7).

Figure 7: Différentes parties du carthame (Carthamus tinctorius) broyées ; (A) fleurs de
carthame broyées ;(B) Graines de carthame broyées (Photo personnelle).

2 Préparation des extraits

2.1 Extraction des huiles par méthode Soxhlet

+¢ Principe
L'extraction par Soxhlet est une méthode tres utilisée, offrant des performances supérieures

aux autres techniques d'extraction conventionnelles (Figure 8) (Luque de Castro & Priego-

Capote, 2010).
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H Cartouche contenant
1 I’échantllon (grains de
H‘ carthame moulues)

Tube siphone

Ballon contenant le
- solvant d’extraction

\\_/ (200 ml de chloroforme)

<+—t——————— Chauffe ballon

Diagramme technique Equipement de laboratoire

Figure 8: Montage d’appareil de Soxhlet

« Mode opératoire

e Placer les graines de carthame broyées dans la cartouche de l'appareil Soxhlet ;
e Ajouter 200 ml de chloroforme dans le ballon de Soxhlet ;

e Chauffer le ballon jusqu'a I'ébullition de solvant ;
e Maintenir la température d’ébullition stable pour permettre l'extraction pendant 3
heures ;

e Evaporer I’hexane a I’aide d’un Rotavapor a 60°C ;

L’huile obtenue est récupérée dans un tube a hémolyse et conservée a 4°C et a ’abri de la

lumiére.
Le marc obtenu est récupéré pour préparer des extraits bruts aqueux.
2.2 Extrait brut aqueux préparé par Macération

e Dans un Erlenmeyer, introduire 15 g de graines de carthame broyées et dégraissées
préalablement par extraction au Soxhlet, puis ajouter 200 mL d’eau distillée ;

e Agiter le mélange pendant 48 h a l'obscurité et a température ambiante ;
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e Filtrer le mélange a 1’aide d’une passoire pour éliminer les particules végétales les plus
volumineuses ;

e Centrifuger le filtrat obtenu a 3000 tour/min pendant 5 minutes ;

e Filtrer le mélange a 1’aide d’un papier filtre ;

e Sécher I’extrait obtenus dans une étuve a 37°C

L’extrait brut aqueux préparé par macération (EBM) est ainsi récupéré et conserve a I’abri

de lumiere.
2.3 Extrait brut aqueux préparé par Décoction

e Dans un ballon surmonté d'un réfrigérant mélanger 15 g du matériel végétal (graines
de carthame broyées et dégraissées), avec 200 ml d’eau distillée ;
e Chauffer le mélange a une température d'ébullition stable, pendant 1 heure ;

e Filtrer le mélange a 1’aide d’une passoire pour éliminer les particules végétales les plus

volumineuses ;
o Centrifuger le filtrat obtenu a 3000 tour/min pendant 5 minutes ;
e Filtrer le mélange a 1’aide d’un papier filtre ;

e Sécher I’extrait obtenus dans une étuve a 37°C

L’extrait brut aqueux préparé par décoction (EBD) est ainsi récupéré et conserveé a 1’abri de

lumiere.
2.4 Extrait brut acétonique préparé par Macération

e Dans un Erlenmeyer, introduire 5 g de poudre obtenue a partir de fleurs de carthame
broy¢es, puis ajouter 35 ml d’acétone ;
e Agiter le mélange pendant 48 h a l'obscurité et a température ambiante ;

e Filtrer le mélange a 1’aide d’un papier filtre ;

L’extrait brut Acétonique préparé par macération (EBA) est ainsi récupéré pour la

séparation des colorants.
2.5 Calcul du rendement

Les rendements des extraits bruts aqueux obtenus par macération et décoction, ainsi que

celui de I’huile extraite, sont calculés selon la formule suivante :

R (%) = (M1 / MO0) x 100
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R (%) : rendement exprimé en pourcentage ;
M1 : masse en gramme « g » de ’extrait sec obtenu ou d’huile ;

MO : masse en gramme « g » du matériel végétal ;

3 Tests phytochimiques

Dans le but de mettre en évidence la présence des métabolites secondaires dans les extraits
bruts des graines de carthame (Carthamus tinctorius) préparés, nous avons effectué une
analyse qualitative basée sur des réactions de coloration, de précipitation et d’observation
sous lumiere ultra-violette. Cette analyse a été réalisée selon les techniques décrites par

Bruneton, (1999) et Harbone (1998).
3.1 Composés azotés : alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI1 (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,

respectivement, révele la présence d’alcaloides.
3.2 Les composés phénoliques
> Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution
aqueuse de FeCls (1%). Le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu noiratre.
> Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI concentré
et quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune

prouve la présence des flavonoides.
> Les quinones libres

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH a 1%). L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libres.

>  Anthraquinones
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Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1ml de NH4OH (10%)

puis agiter. L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.
> Les coumarines : Fluorescence UV

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de 1’extrait a analyser, prendre le premier comme
témoin et ajouter a I’autre 0,1 ml de NH4OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiére UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des

coumarines.
3.3 Les composés terpéniques
> Les saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure a 1 cm de mousse indique

la présence de saponines.
» Terpénoides :

Test de Slakowski : Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser, ajouter
0,4 ml de chloroforme et 0,6 ml d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et

une couleur marronne a I’interphase indique la présence des terpénoides.
3.4 Les composés réducteurs :

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif
B) a 1 ml d’extrait a analyser et incuber ’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.

L apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
4 Analyse chimique d’huile fixe
4.1 Indice d’acide

> Définition

L’indice d'acide est le nombre de milligrammes d'hydroxyde de potassium nécessaires pour

neutraliser les acides gras libres présents dans 1 g de corps gras (JORADP N° 68, 2012).

L’ Acidité c'est I'expression conventionnelle du pourcentage d'acides gras libres (JORADP

N° 68, 2012).
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» Principe

Il consiste a neutraliser les acides libres par une solution alcoolique d'hydroxyde de

potassium ou de sodium titrée (Benosman et Mamchaoui, 2005).
» Mode opératoire

Selon la méthode décrite dans la réglementation CEE/2568/91.

e Une prise d’essai d’huile de 1g a été dissoute dans Sml d’éthanol ;

e Le mélange a été titré a I’aide d’une solution KOH éthylique (0,1 N) en présence de
phénolphtaléine a 2% jusqu’a I’apparition d’une coloration rose persistante ;

e Un témoin a été réalisé dans les mémes conditions ;
> Expression des résultats
L’acidité est exprimée en pourcentage d’acide oléique qui se détermine ainsi :

Acidité (AC)% (d’acide oléique) = (V-V0) *(N*M/10*m)

V : volume en millilitre de KOH nécessaire pour neutraliser 1’échantillon ;
V0 : volume en millilitre de KOH nécessaire pour neutraliser le blanc ;
N : normalité de I’hydroxyde de potassium ;

M : masse molaire (g/mol) d’acide oléique qui est égale a 282g/mol ;

NN NN

m : masse en gramme de la prise d’essai ;
Chaque essai est répété 3 fois.
4.2 Indice de saponification
» Définition

L'indice de saponification correspond aux nombres de milligrammes de potasse nécessaires
pour saponifier les acides gras contenus dans un gramme de maticre grasse. Cette valeur est

d'autant plus €élevée que les acides gras sont de plus faible poids moléculaire (AFNOR, 2013).
> Principe

La Saponification de 1’échantillon en ébullition a reflux avec une solution éthanolique
d’hydroxyde de potassium, est titrée par I’excés d’hydroxyde de potassium par une solution

titrée d’acide chlorhydrique (ISO 3657, 2020).

> Mode opératoire
e Mettre dans un ballon 1g d’huile avec 25 ml de KOH éthylique (0,5 mol/l) ;

e Porter le mélange a I’¢ébullition a reflux pendant 60 min ;
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e Laisser refroidir et ajouter 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine a 2% ;
e Titrer par l'acide chlorhydrique de 0,5 mol/l ;

e Agiter jusqu'au virage a l'incolore de la phénolphtaléine ;
e Déterminer le volume V; de la neutralisation de I’échantillon

e Réaliser un témoin (1 ml d’eau distillée +25 ml de KOH éthylique), dans les mémes

conditions de I’échantillon, pour déterminer le volume V| du titrage ;
> Expression des résultats

Calcul de l'indice de saponification IS (mg de KOH/g huile) :

IS = Mgon X (Vo—V1)XCrcl
m

V) : Volume de neutralisation de témoin en ml ;
V; : Volume de neutralisation de 1’échantillon en ml ;
Chcy : concentration de la solution d'acide chlorhydrique en mol/l (0,5mol/ ) ;

Mxopn : masse molaire du KOH en g/mol (56,1g/mol) ;

SR NEE IR NN

m : masse d'huile pesée en g (1g).

Chaque essai est répété 3 fois.

4.3 Indice d’ester
> Définition

L'indice d'ester (IE) est la quantité en milligrammes de KOH nécessaire a la saponification
des glycérides présents dans 1 gramme de maticre grasse. IE n'est pas mesurable. 1l est calculé
a partir des deux indices IS (indice de saponification) et IA (indice d'acidité). C'est la

différence entre l'indice de saponification et l'indice d'acidité (IE = IS - TA).
4.4 Indice de peroxyde
> Définition

L’indice de peroxyde représente la quantité¢ des substances de 1’échantillon (exprimée en

milliéquivalent d’oxygene actif par kilogramme), qui oxydent I’iodure de potassium.
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> Principe
Ce parametre nous renseigne sur le degré d’oxydation des huiles.
> Mode opératoire
Le protocole décrit par le réglement CEE2568/91 a ét¢ adopté pour la détermination de cet
indice :
e Ig d’huile sont mis en solution dans 10 ml de chloroforme,15ml d’acide acétique gla-
cial et Iml d’une solution saturée d’iodure de potassium ;

e Apres incubation pendant Smin a I’obscurité, 75ml d’eau distillée sont ajoutés ;

e Titrage par une solution de thiosulfate de sodium (0,01 N) en présence d’empois

d’amidon comme indicateur ;
e Un essai témoin (sans matiere grasse) est réalisé dans les mémes conditions.
> Expression des résultats
L’indice de peroxyde IP est déterminé selon la formule :
IP=V-V;, /mx1000xN

v" N : Normalité Na,S,05;

v" 'V : Volume en ml de Na,S,0; nécessaire pour le titrage de 1’échantillon ;
V"V, : le volume de thiosulfate de sodium requis pour titrer le blanc ;
v

m : masse en gramme de la prise d’essai.

Chaque essai est répété 3 fois.

5 Dosages des composés phénoliques
5.1 Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Afin de doser les polyphénols totaux des extraits de la plante étudiée, nous avons suivis la
méthode de dosage décrite par Vermerius et Nicholson en 2006. Le principe de cette
méthode est basé sur une réaction de coloration par le réactif « Folin-Ciocalteu », de couleur
jaune, composé¢ de 1’acide phosphotungstique (H3;PW;,049) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo0;,04), Ce réactif induit I’oxydation des composés phénoliques et la formation d’un

complexe bleu « tungsténe (WsO33) - molybdenes (MogOz3) ».
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> Mode opératoire
Prendre 100 ul de chaque extrait (EBM et EBD) ;

Ajouter 2000ul de la solution de Na,COs (7%) ;

Incuber pendant 6min a température ambiante avec agitation ;

Ajouter 100ul du réactif de Folin-Ciocalteu 0,2 N ;

Ajouter 2000 pl d’eau distillée ;

Incuber pendant 30 minutes a 1’abri de la lumiére et a température ambiante ;

Lire I’absorbance a 760 nm contre un blanc (Tableau 3) ;

Matériel et méthodes

Dans les mémes conditions opératoires réaliser une gamme d’étalonnage utilisant 1’acide

gallique a différentes concentrations (50 a 500ug/ml) (Tableau 3).

Gamme d’étalonnage

Extraits
(1mg/ml)

Tube

Blanc

4

5

6

10

EBD

EBM

[Acide
gallique]
pg/ml

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

Acide
gallique
(uD

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Eau
distillée
(ul)

100

Extrait
(ul)

100

100

N32CO3
(2%) (u1)

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

Incubation pendant 6 min a température ambiante avec agitation

Folin
Ciocalteu
(0,2N)
(ul)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Eau
distillée
()

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

Incubation pendant 30 min a I’obscurité et a température ambiante

Lecture de 1’absorbance a 760 nm

Tableau 3:Méthode de dosage des polyphénols totaux
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EBM : extrait brut aqueux préparé par macération ; EBD : extrait brut aqueux préparé par

décoction.
> Expression des résultats

La teneur en polyphénols totaux des extraits étudies est déterminée a partir de 1’équation de
régression linaire de la courbe d’étalonnage (y = a x) établie avec des concentrations précises
d'acides gallique et exprimée en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait sec (ug Eq AG/ mg ES).

5.2 Dosage des Flavonoides
» Principe

Le principe basé sur I’oxydation des flavonoides par trichlorure d’aluminium AIlCl; et

nitrite de sodium NaNO, (Zhishen et al., 1999).

> Mode opératoire
e Prendre 250 ul de chaque extrait (EBM et EBD) ;
e Additionner 75 pl de nitrite de sodium NaNO; a 7% ;
¢ Incuber le mélange pendant 6 min a température ambiante ;
e Ajouter 75 pl de trichlorure d'aluminium AICl3 a 10% ;
e Laisser reposer Smin dans une température ambiante ;
e Ajouter 1000 pl de soude NaOHa 1 M ;
e Additionner 2500 pl d’eau distillée et agiter afin d'homogénéiser le contenu ;

e Lire I'absorbance de la solution a 510 nm contre un blanc (Tableau 4) ;

Dans les mémes conditions opératoires réaliser une gamme d’étalonnage utilisant la

catéchine a différentes concentrations (50 a 500ug/ml) (Tableau 4).
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Tableau 4:Méthode de dosage des flavonoides

Gamme d’étalonnage Extraits
(1mg/ml)
Tube Blanc | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | EBD | EBM
[Catéchine] [ 1 55 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 | - -
pg/ml
Cat(ecl')““e - | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | - -
n
Eau distillée 250 i i i i i i i i i i ) )
(uD
Extrait (ul) - - - - - - - - - - - 250 250
o
NaNO. 7% 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
(uD
Incubation pendant 6 min a température ambiante
o
AICL 10% 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
(uD
Incubation pendant S5min a température ambiante
NaO(Hl)(lM) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000
n
Eau distillée
() 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500

Incubation pendant 30 min a température ambiante

Lecture de I’absorbance a 510nm

EBM : extrait brut aqueux préparé par macération ; EBD : extrait brut aqueux par décoction.

> Expression des résultats

La teneur en flavonoides totaux des extrait étudiés ont ét¢ calculées a partir de 1’équation
de régression linaire de la courbe d’étalonnage (y = a x) établie avec des concentrations

précises de la catéchine et exprimée en microgramme équivalent Catéchine par milligramme

d’extrait sec (ug Eq C /mg ES).
5.3 Dosage des Tanins

» Principe
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Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de Price et al., 1978 en présence de

vanilline en milieu acide. Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec

les unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe de couleur

rouge mesurable a 550nm.

> Mode opératoire

e Prendre 50 pl de chaque extrait (EBM et EBD) ;

e Ajouter 1500 pl de la solution vanilline/méthanol (4%) ;

e Ajouter 750 ul de chlorure d'hydrogéne HCI concentré ;

e Lire I'absorbance de la solution a 510 nm contre un blanc (Tableau 5) ;

Dans les mémes conditions opératoires, réaliser une gamme d’étalonnage utilisant la

catéchine comme controle positif a différentes concentrations de (50 a 500ug/ml) (Tableau

5).
Tableau 5:Méthode de dosage des Tanins
Extraits
Gamme d’étalonnage (Img/ml)
Tube Blanc| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |EBD | EBM
[Catéchine] pg/ml | - 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 | - -
Catéchine (ul) - 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 - -
Méthanol (ul) 50 - - - - - - - - - - - -
Extrait (ul) - - - - - - - - - - - 50 50
Solution
vanilline/méthanol | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500
(4%) (ub)
HCI concentré (ul) | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750

Lecture de ’absorbance a 550nm

EBM : extrait brut aqueux préparé par macération ; EBD : extrait brut aqueux par décoction.

La teneur en tannins condensés est déterminée a partir de 1’équation de régression linéaire
de la courbe d’étalonnage de la catéchine (y = a x). Les résultats sont exprimés en

microgramme équivalent de catéchine par milligramme d’extrait sec (ug Eq C /mg ES).

> Expression des résultats
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6 Recherche d’activité antioxydante

6.1 Recherche d’activité anti radicalaire DDPH

» Principe

Le principe de ce test se résume dans la capacité de I’extrait a réduire le radical libre DPPH

(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée, qui se transforme en coloration

jaunatre (apres réduction). Cette décoloration est mesurable par Spectrophotométrie (Brand-

Williams et al., 1995).

> Mode opératoire

Le test de DPPH a ¢été réalisé suivant la méthode décrite par Bektas et al., (2005)

Préparer une série de concentration des extraits étudiés : EBM et EBD (solubilisés
dans I’eau distillée) ;

Ajouter a chaque 50pul de concentrations préparées, 1250 ul d’une solution méthano-
lique de DPPH (0,0025%) ;

Préparer pour chaque concentration d’extraits étudiés un tube blanc en mélangeant
50ul d’extraits préparés avec 1250l du méthanol ;

Préparer un controle négatif en ajoutant 50ul de méthanol a 1250ul d’une solution mé-
thanolique de DPPH ;

Incuber 1’ensemble des tubes 30 min a 1’obscurité ;

Lire I’absorbance a 517 nm ;

Chaque essai est répété 3 fois ;

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide

ascorbique dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les extraits dans

différentes concentration (0.04 a 0.4 mg/ml).

> Expression des résultats

L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I %) a été calculée de la manicre

suivante :

I % = [(A controle négatif — A échantillon) / A controle négatif] x 100
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Une courbe de régression logarithmique des concentrations de chaque extrait en fonction
de I % (pourcentages d’inhibitions) a été tracée afin de déterminer CI50. Ce parameétre est
défini comme Concentration (mg/ml des extraits) nécessaire pour inhiber 50% du radical libre

DPPH ;

Le graphique de la variation de I’absorbance en fonction de la concentration a permis de

déterminer les CI50 (concentration correspondant a 50% d’inhibition).
6.2 Pouvoir réducteur du fer (Ferric Reducing Antioxidant Power ; FRAP)
» Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antioxydant. Cette technique
permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®") présent dans le

complexe K3Fe(CN)g en fer ferreux (Fe*") (Karagézler et al., 2008).

> Mode opératoire

e Me¢élanger 200 pl de ’extrait (EBM, EBD) a différentes concentrations (de 1 a 4
mg/ml) avec 500 ul d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 500 pl d’une
solution de ferricyanure de potassium K 3Fe (CN)¢ (1%) ;

e Incuber I’ensemble a 50°C pendant 20 minutes dans I’étuve ;

e Laisser le mélange refroidis ;

e Ajouter 500 pl de Trichloroacétate (10%) ;

e Centrifuger, ’ensemble a 3000 tours/min pendant 10 min ;

e Combiner 500 pl de surnageant avec 500ul d’eau distillée et 100ul d’une solution
aqueuse de chlorure de fer FeCl; (0,1%) ;

e Mesurer ’absorbance a I’aide d’un spectrophotometre a 700 nm contre un blanc, pré-
paré en remplagant 1’extrait par de 1’eau distillée ;

e Pour chaque concentration, le test est répété 3fois ;

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont 1’absorbance a ét¢é mesurée dans les mémes conditions que les extraits dans

différentes concentration (0.04 a 0,4 mg/ml).

Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur

des extraits testés.
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> Expression des résultats

Tracer des courbes de régression linéaire des absorbances obtenus en fonction des

différentes concentrations utilisées pour les différents extraits de la plante étudiée.

Les résultats obtenus sous forme de courbe de régression linéaire permettent de calculer
EC50. La EC50 est la concentration efficace de I’extrait ou du standard qui donne une
réponse demi-maximale. La concentration efficace de 50% de la réduction ferrique (EC50) est

exprimée en mg/ml.

7 Séparation de ’extrait acétonique par chromatographies
» Définition

La chromatographie est une méthode physique et chimique de séparation et
d’identification, basée sur les différences d'affinités des substances a analyser a 1'égard de

deux phases, I'une stationnaire ou fixe et 1'autre mobile.
7.1 Chromatographie sur Couche Mince (CCM)
» Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) utilise des phases stationnaires solides
fixées sur des supports rigides, maintenus verticaux dans une cuve a chromatographie. La
phase mobile est un solvant organique (ou un mélange de solvants) qui est déposé au fond de
la cuve a la base de chromatographie, Cette phase mobile monte par capillarité le long de la

plaque.
> Mode opératoire

La CCM se déroule en quatre étapes : préparation de la cuve, préparation de la plaque,

¢élution et révélation.

a) Préparation de la cuve chromatographique
e Mettre le mélange €luant (n-butanol/eau/acide acétique, 84:14:7) au fond de la cuve
sur une hauteur de 0,5 cm
e Fermer la cuve afin de la saturer de vapeur d’éluant ;
b) Préparation de la plaque

e Mettre la plaque dans les étuves a 100°C pendant 45 min ;
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e Tracer au crayon un trait a 1 cm du bas de la plaque ;

e Sur ce trait tracer 3 petits points espacés de 1,5 cm, ou seront déposées les taches
(I’extrait brut acétonique) ;

e Déposer a l'aide d'une micropipette une petite quantité de chaque solution sur les
points correspondants ;

e Répéter ’opération trois fois pour chaque point, en laissant sécher complétement entre
chaque dépot ;

¢) Elution

¢ Introduire la plaque a position verticale dans la cuve Fermer de fagon étanche pour as-
surer la saturation ;

e Laisser le temps nécessaire pour que le solvant monte par capillarité jusqu’a 1 cm en-
viron du bord supérieur de la plaque ;

e Sortir délicatement la plaque et laisser sécher a I’air libre ;

d) Révélation des taches
e Placer la plaque séche dans un bécher contenant des cristaux d’iode au fond (sans con-
tact direct entre la plaque et 1’iode) ;
e Fermer le bécher pour permettre aux vapeurs d’iode de révéler les taches ;
e Laisser la plaque dans le bécher pendant quelques minutes jusqu’a 1’apparition des
taches colorées ;
e Retirer la plaque, puis procéder a la révélation des taches sous une lampe UV a

336nm afin de visualiser les composants révélés.

> Expression des résultats

Aprés réveélation sous lampe UV, mesurer la distance parcourue par chaque tache et par le

front du solvant.
Pour chaque tache visible, calculer le rapport frontal (Rf) selon la formule suivante :

distance parcourue par la tache

RF =

distance parcourue par le solvant
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8 Analyse Statistique

Les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiés sont réalisées en trois répétitions

et les résultats sont présentés en moyenne et en écarte type :

% La moyenne

X C(xadxotetan) 12 xj
B (n) T on

®,

o Ecart-type

oo VEHX
n-—1
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Les résultats issus des différentes analyses menées sur Carthamus tinctorius L. sont
présentés ci-apres. Ils concernent a la fois les caractéristiques physico-chimiques de I’huile
extraite des graines, les teneurs en composés phénoliques, flavonoidiques et tanniques des
extraits aqueux, leur activité antioxydante, ainsi que le profil chimique révélé par
chromatographie sur couche mince. Ces données sont discutées a la lumicre de la littérature,

afin de mieux apprécier le potentiel biochimique et fonctionnel de cette plante.
1. Caractéristiques et rendement d'extraction

Les extraits bruts aqueux préparés par macération et de décoction (EBD et EBM) des
graines de carthame (Carthamus tinctorius) broyées et dégraissées, sont pesés pour
déterminer le poids sec obtenu. Les rendements sont calculés a partir de la masse de la

matiere végétale séche initiale et de la masse de I’extrait sec obtenu.

De méme, I'huile obtenue par méthode Soxhlet, est récupérée apres évaporation de
chloroforme. Le rendement est calculé a partir de la matiére végétale seéche initiale et de la

maticre grasse extraite.
Les résultats sont exprimés en pourcentage massique.

Les caractéristiques (couleur, odeur, aspect et solubilité) ainsi que les rendements de

chaque extrait sont mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau 6: Caractéristiques et rendements des extraits préparés a partir des graines de
Carthame (Carthamus tinctorius)

Les extraits EBD EBM Huile
Rendement (%) 3,44 4,51 48,42
Couleur Jaune Jaune Jaune doré
Odeur Caractéristique Caractéristique Odeur des graines
o o Fluide, légerement
Aspect Cristallisé Cristallisé ‘
visqueuse
Solubilité Eau distillée Eau distillée -

EBD : extrait brut aqueux préparé par décoction ; EBM : extrait brut aqueux préparé par macération.

D’apres les résultats obtenus, les graines de Carthamus tinctorius contiennent une quantité
importante d’huile, avec un rendement de 48,42%. Cette huile se caractérise par un aspect

fluide et légerement visqueux, une couleur jaune doré et une odeur rappelant celle des graines.
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Ces résultats sont en accord avec ceux qui sont rapportés dans la littérature. En effet, Conte
et al., (2016) ont noté un rendement de 36,53 % aprés extraction d'huile de graines de

carthame par méthode de Soxhlet, en présence d’éthanol

Des rendements variants entre 22,8 % et 28,4 % ont été rapportés par Zemour et al. (2021),
selon les génotypes et les années, en utilisant également la méthode de Soxhlet avec le
cyclohexane comme solvant. Ces taux sont relativement proches, mais inférieures a ceux

obtenus dans notre étude.

Par ailleurs, une étude récente réalisée par Sajid et al., 2024 sur les graines de Carthamus
tinctorius a rapporté un rendement en huile pouvant atteindre jusqu’a 31,5 % obtenu par

Soxhlet en utilisant n-hexane comme solvant.

En outre, les extraits bruts aqueux issus de la décoction (EBD) et de la macération (EBM) se
présentent sous forme des poudres cristallisées, de couleur jaune, d’odeur caractéristique.
Avec des rendements d’ordre de 3.44% et 4.51%, respectivement. Ces extraits montrent une

bonne solubilité dans 1’eau distillée.

2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques ont été effectués afin de mettre en évidence la présence ou
I’absence de différentes familles de métabolites secondaires. Ces tests reposent sur des
réactions qualitatives telles que la précipitation, le changement de couleur, la formation de

mousse, ou encore l'observation sous lumiére UV.

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les extraits bruts aqueux préparés par

décoction et macération sont mentionnés dans le tableau 7.
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Tableau 7:Les tests phytochimique des extraits bruts aqueux préparés de graines de
carthame (Carthamus tinctorius L)

Métabolites secondaires EBD EBM
Mayer + ++
Alcaloides
Wagner ++ +
Terpénoides Sl et
Saponines - 4+
Flavonoides +++ ++
Tanins + +
Quinones libres + +
Anthraquinones - -
Coumarines + -
Composés réducteurs - -

(+++) : présence fortement marquée ; (++) : présence modérée ; (+) : présence faible ;
(-) : absence ; EBD : extrait brut aqueux préparé par décoction ; EBM : extrait brut aqueux préparé par
macération.

Les résultats que nous avons obtenus nous ont permis de mettre en évidence la présence ou
I’absence de plusieurs groupes de composés bioactifs. Nous avons noté la présence des
composés azotés (alcaloides), des flavonoides, des tanins, des terpénoides et des quinones
libres dans les deux extraits bruts aqueux testés (EBD et EBM). Nous avons également
observé la présence des saponines uniquement dans I’extrait EBM. Tandis que, les

coumarines sont retrouvées seulement dans I’EBD.

Par contre, nous avons observé 'absence totale des composés réducteurs, des anthraquinones

dans les deux extraits étudiés (EBD et EBM).

Nos observations sont en accord avec celles de Mani ef al. (2022), qui ont rapporté la
présence de flavonoides, tanins, alcaloides et saponines dans différentes parties de Carthamus
tinctorius. Ils sont également en accord avec ceux rapportés par Wang et al. (2021), qui ont
identifi¢ 75 flavonoides et 10 alcaloides dans les extraits de Carthamus tinctorius a 1’aide

d’une chromatographie multidimensionnelle.

Al-Farga et al. (2017) ont isolé et quantifi¢ des saponines a partir des graines de carthame

en utilisant la chromatographie liquide.
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Zhu et al. (2014) ont mis en évidence, par analyse GC-MS, la présence de composés

terpéniques dans les graines de carthame.

Mandade et Sreenivas (2011) ont détecté des coumarines dans des extraits aqueux chauds

de plantes, dont le carthame.

Cette différence entre les résultats de notre étude et ceux des autres études peut s’expliquer
principalement par la nature des solvants utilisés pour I’extraction, ainsi que par la variabilité

génétique entre les différentes variétés de Carthamus tinctorius étudiées.

3. Dosages des composés phénoliques

Les méthodes colorimétriques employées lors des dosages nous ont permis d’estimer la
teneur en compos€s phénoliques totaux et en flavonoides ainsi que des tanins dans les deux

extraits bruts aqueux issus des graines de carthame.

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé a 1’aide de la méthode de Folin-Ciocalteu
avec une mesure d’absorbance a 760 nm ; Tandis que celui des flavonoides a été effectué par
la réaction avec le nitrite de sodium (NaNOLJ) et le trichlorure d’aluminium (AICIL!) en
milieu alcalin avec une mesure d’absorbance a 510 nm. Dans la continuité des dosages
phénoliques, les tanins ont ét¢ dosés a I’aide de la méthode a la vanilline en milieu acide, avec

une mesure d’absorbance effectuée a 550 nm.

Les teneurs en composés phénoliques ont été déterminées a partir des équations de
régression linéaire issues des courbes d’étalonnage : celle de I’acide gallique pour les
polyphénols totaux (y = 0,0003x ; R* = 0,999) (Figure 9), et celle de la catéchine pour les
flavonoides (y = 0,002x ; R? = 0,9994) (Figure 10). Ainsi que celle de la catéchine pour les
tanins (y = 0,0002x ; R? = 0,988) (Figure 11). Les résultats sont exprimés respectivement en
microgrammes équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug Eq AG/mg ES)
pour les polyphénols totaux et en microgrammes équivalents de catéchine par milligramme

d’extrait sec (ug Eq C/mg ES) pour les flavonoides et les tanins.
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Figure 9:Courbe d'étalonnage de 1'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 10:Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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Figure 11:Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins

Les résultats des teneurs en composés phénoliques dans les extraits bruts aqueux sont

présentés dans le Tableau 8.

Tableau 8:Teneurs en composés phénoliques dans les extraits bruts aqueux préparés des
graines de carthame (Carthamus tinctorius)

Polyphénols totaux Flavonoides Tanins
Extraits bruts (ng Eq AG/ mg ES) = (ng Eq C/mg ES) + (ng Eq C/mg ES) +
Ecart type (n=3) Ecart type (n=3) Ecart type (n=3)
EBD 181,33 + 0,003 29,75 + 0,007 101,5+0,015
EBM 207 £ 0,006 28,35+ 0,003 56 £ 0,003

EBD : extrait brut aqueux préparé par décoction ; EBM : extrait brut aqueux préparé par macération.

Selon les résultats du tableau ci-dessus les deux extraits aqueux préparés par macération et
par décoction présentent des teneurs €levées en polyphénols totaux et en flavonoides ainsi

qu’en tanins.

L'extrait EBM a présenté la teneur la plus élevée en polyphénols totaux, estimée a 207 +
0,006 ng Eq AG/mg ES, tandis que 1'extrait EBD a montré une teneur de 181,33 + 0.003 ng
Eq AG/mg ES. En revanche. L’extrait EBD a révélé une concentration légerement supérieure
en flavonoides, évaluée a 29,75 + 0.007 pg Eq C/mg ES, comparativement a 28,35 + 0.003 pg
Eq C/mg ES pour 'EBM. S’agissant des tanins, ’EBD a présenté également une teneur plus
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¢levée, atteignant 101,5 £ 0,015 pg Eq C/mg ES, comparativement a 56 + 0,003 ug Eq C/mg
ES pour ’EBM.

Ces teneurs, notamment en polyphénols totaux, sont nettement supérieures a celles
rapportées par Yu et al. (2013), qui ont obtenu, a partir d’un extrait aqueux de graines de
Carthamus tinctorius préparé par infusion a chaud, une concentration en polyphénols totaux
de 126,0 + 2,4 mg équivalent acide gallique par gramme d'extrait sec (mg GAE/g). En
revanche, leurs résultats montrent une teneur en flavonoides de 62,2 + 1,9 mg équivalent
quercétine par gramme d'extrait sec (mg QE/g), sensiblement plus ¢élevée que celle obtenue

pour nos extraits

Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par Ghazghazi et al. (2014), qui ont trouvé
une teneur en polyphénols totaux de I’ordre de 192 ng Eq AG/mg dans des extraits aqueux de
graines de carthame récoltées en Tunisie. De méme, Zhang et al. (2011) ont rapporté une
valeur de 198 pg Eq AG/mg pour des extraits hydrosolubles de graines, ce qui confirme nos

observations.

Concernant les flavonoides, nos résultats sont proches de ceux rapportés par Ragab et al.

(2012), qui ont mesuré une teneur de 27,4 ng Eq C/mg dans des extraits aqueux de carthame.

En ce qui concerne les tanins, Sadeghipour et al. (2020) ont montré que I’infusion a chaud
permet d’extraire des teneurs élevées, atteignant jusqu’a 110 pg Eq C/mg. Une tendance
similaire est observée dans nos résultats, ou I’extrait par décoction soit pres du double de celui

obtenu par macération.

En somme, les résultats obtenus dans notre étude sont en accord avec la majorité des
données de la littérature. Les variations observées peuvent étre expliquées par plusieurs
facteurs, notamment le solvant utilisé, le mode d’extraction, 1’origine géographique des
graines et leur variété. La richesse en composés phénoliques, particulierement marquée dans
I’extrait obtenu par décoction, indique un potentiel antioxydant important, qui sera confirmé

par les tests biologiques ultérieurs.

4. Caractéristiques chimiques d’huile de graines de carthame

L’huile de graines de carthame (Carthamus tinctorius) a été soumise a des analyses
chimiques afin de vérifier sa qualité par rapport aux normes officielles du Codex Alimentarius

(1983 et 2024).
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Les résultats obtenus lors de la détermination des caractéristiques chimiques de 1'huile sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau 9:Caractéristiques chimiques d’huile de graines de carthame (Carthamus

tinctorius)
Les indices 1A IS IE 1P
Huile de graines
0,44 202,89 202,45 0,07
de carthame
Codex <0,6 186 — 198 186-187,94 <10
Alimentarius (2024) (2024) (1983) (2024)

IA : Indice d’acide (mg de KOH/g d’huile) ; IS : Indice de saponification (mg KOH/g d’huile) ; IE : Indice
d’ester (mg KOH/g d’huile) ; IP : Indice de peroxyde (méq O2/kg).

D'apres les résultats obtenus (Tableau 9), nous avons constaté que l'indice d'acide et 1'indice
de peroxyde de I’huile des graines de carthame sont conformes aux normes établies par le
Codex Alimentarius (2024), avec des valeurs estimées a 0,44 mg de KOH/g d'huile et 0,07
méq O2/Kg d’huile respectivement, ce qui indiquant une huile peu oxydée et de bonne

qualité.

Par contre, nous avons constaté des valeurs supérieures aux normes du Codex Alimentarius
(1983 et 2024) en ce qui concerne I’indice de saponification et I’indice d’ester. L’indice de
saponification a ét¢ mesuré a 202,89 mg KOH/g d’huile, dépassant la valeur de référence
fixée en 2024. De méme, I’indice d’ester a atteint 202,45 mg KOH/g d’huile, excédant la

norme établie en 1983.

Comparativement a la littérature Khémiri ez al. (2020) ont obtenu, a partir d’une extraction
par macération a froid utilisant un mélange éthanol/chloroforme, une huile caractérisée par un
indice d’acide de 1,523 mg KOH/g d’huile, un indice de saponification de 191,2 mg KOH/g
d’huile et un indice de peroxyde de 1,985 méq O[1/kg d’huile.

Le travail de Rafiquzzaman et al. (2006), qui ont enregistré les résultats suivants : 2,27 meq
02/Kg d’huile pour I’indice de peroxyde, 190 mg KOH/g d’huile pour I’indice de

saponification de I’huile de graines de carthame, extraite par Soxhlet a 1’aide de n-hexane.

L'é¢tude de Katkade et al., (2018) a mentionné que l'huile extraite des graines de Carthamus
tinctorius a présenté un indice d'acide de 0,22 mg KOH/g d’huile, un indice de peroxyde de

2.81 meqO2/kg d’huile, ainsi qu’un indice de saponification de 162.69 mg KOH/g d’huile.
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Ces variations entre nos résultats et ceux rapportés dans la littérature pourraient étre dues a
des parameétres expérimentaux tels que la méthode d’extraction, ainsi que le type de solvant

employé.

5. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits de graines de carthame a été évaluée a I’aide de deux
méthodes : le test Piégeage du radical libre DPPH et le test du pouvoir réducteur de fer
(FRAP). Ces deux tests reposent sur des réactions de coloration ou de décoloration d’un

réactif dans le milieu réactionnel.

5.1. Test Piégeage du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits obtenus a partir des graines de carthame a été évaluée

par le test de piégeage du radical libre DPPH.

L’absorbance a été mesurée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre. A partir des valeurs

obtenues, nous avons calculé les pourcentages d'inhibition.

Les résultats sont présentés graphiquement sous forme de pourcentage d’inhibition du
radical libre DPPH en fonction des concentrations des extraits (EBD, EBM) ainsi que des
molécules de référence (acide ascorbique et BHA : Butylated hydroxyanisole) (Figure

12,13 ,14 et 15).
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Figure 12:Evolution des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations de I’acide ascorbique

120
y = 27,703In(x) + 127,21
R2 = 0,9527
100
S &
5
£ 60
£
©
L 40
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
[BHA] mg/ml

Figure 13:Evolution des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations de BHA
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Figure 14:Evolution des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations d’EBD
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Figure 15: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations d’EBM

7

+* Calcule des CI50 : concentration inhibitrice a 50%

A partir des équations de régression logarithmique des courbes présentées dans les figures

12,13,14 et 15, nous avons déterminé comme indiqué dans le Tableau 10 les valeurs de CI50
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(exprimées en mg/ml), correspondant aux concentrations nécessaires pour inhiber 50 % du

radical libre DPPH, pour les molécules de référence ainsi que pour les extraits préparés.

La CI50 est un indicateur de la capacité antioxydante d’un composé. Elle correspond a la
concentration d’antioxydant nécessaire pour neutraliser 50 % des radicaux libres. Ainsi, plus

la valeur de CI5O0 est faible, plus 1’échantillon testé a un pouvoir antiradicalaire élevé.

Tableau 10:Les valeurs des CI50 pour le test de DPPH des différents extraits préparés
de graines de carthame (Carthamus tinctorius) et des molécules de référence (acide

ascorbique et BHA)
Extraits / Standard CI50 (mg/ml)
Acide ascorbique 0,101
BHA 0,061
EBD 1,451
EBM 4,537

BHA : Butylhydroxyanisole ; EBD : extrait brut aqueux préparé par décoction ; EBM : extrait brut aqueux
préparé par macération.

Selon les résultats obtenus, nous avons noté que I’extrait préparé par décoction (EBD) a
présenté une meilleure activité antioxydante que celui obtenu par macération (EBM), avec des
valeurs de CI50 respectives de 1,451 mg/ml et 4,537 mg/ml. Toutefois, ces deux extraits
montrent une activité antioxydante nettement plus faible comparée a celle des standards de

référence, a savoir 1’acide ascorbique (CI50 = 0,101 mg/ml) et le BHA (CI50 = 0,061 mg/ml).

Une ¢étude menée par Chang et al. (2022) a rapporté une CI50 de 1,80 mg/ml pour I’extrait
aqueux, avec une nette amélioration de 1’activité pour les extraits méthanoliques (CI50 = 0,23
mg/ml) et éthanoliques (CI50 = 0,35 mg/ml), mettant en évidence I’influence du solvant sur

I’extraction des composés actifs.

Yu et al. (2013) ont évalué un extrait aqueux de graines de Carthamus tinctorius et ont
rapport¢ un pouvoir antioxydant progressif avec la concentration, atteignant 28,7 %

d’inhibition DPPH 4 0,1 mg/ml, 32,9 % a 0,5 mg/ml et 36,2 % a 1,0 mg/ml.

Une étude comparative a montré que 1’extrait aqueux de graines de Carthamus tinctorius
présente une activité antioxydante modérée avec une valeur d’CI50 au test DPPH de 0,278
mg/ml, contre 0.176 mg/ml pour 1’acide ascorbique utilis¢ comme standard (Dehariya et al.,

2020).

Ces résultats confirment que, bien que I’extrait obtenu par décoction présente une meilleure

efficacité antioxydante que celui issu de la macération, leur activité reste inférieure a celle des
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antioxydants de référence, et dépend fortement des conditions d’extraction et du type de

solvant utilisé, comme le soulignent également les données de la littérature.

5.2. Test du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Nous avons utilisé la méthode de FRAP pour déterminer le pouvoir réducteur des extraits
préparés, en mesurant leur capacité a convertir le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe*"). La
réduction est quantifiée par la mesure de I’intensit¢ de la coloration, a 1’aide d’un

spectrophotométre, a une longueur d’onde de 700 nm.

Les résultats sont présentés sous forme de courbes de régression linéaire de 1’absorbance en
fonction des concentrations des extraits (EBD, EBM) et des molécules de référence (acide

ascorbique et BHA) (Figure 16,17,18 et 19).
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Figure 16:Pouvoir réducteur du fer en présence de I’acide ascorbique
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Figure 17:Pouvoir réducteur du fer en présence de butylhydroxyanisole
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Figure 18:Pouvoir réducteur de Fer en présence de I’extrait EBD des graines de
carthame (Carthamus tinctorius)
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Figure 19:Pouvoir réducteur de Fer en présence de I’extrait EBM des graines de
carthame (Carthamus tinctorius)

*

< Calcule des EC50 : concentration inhibitrice a 50%

La valeur de EC50 correspond a la concentration efficace pour laquelle 1’absorbance est

¢gale a 0,5, déterminée a I’aide de I’équation de régression linéaire (Tableau 11).

Tableau 11:Les valeurs des EC50 pour le test de FRAP des différents extraits préparés
de graines de carthame (Carthamus tinctorius) et des molécules de référence (acide

ascorbique et BHA).
Extraits / Standard ECS50 (mg/ml)
Acide ascorbique 0,115
BHA 0,119
EBD 1,42
EBM 2,12

BHA : Butylhydroxyanisole ; EBD : extrait brut aqueux préparé par décoction ; EBM : extrait brut aqueux
préparé par macération.
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Selon les résultats obtenus, nous avons noté que I’extrait préparé par décoction (EBD) a
présenté une meilleure activité antioxydante que celui obtenu par macération (EBM), avec des
valeurs de EC50 respectives de 1,42 mg/ml et 2,12 mg/ml. Toutefois, ces deux extraits
montrent une activité antioxydante nettement plus faible comparée a celle des standards de
référence, a savoir 1’acide ascorbique (EC50 = 0,115 mg/ml) et le BHA (EC50 = 0,119
mg/ml).

L’activité antioxydante des extraits aqueux de Carthamus tinctorius a été évaluée par
Kruawan et Kangsadalampai (2006) a I’aide du test FRAP. Les auteurs rapportent une
capacité¢ antioxydante de 1 140,5 £ 5,05 pumol Fe?[1/g pour les graines de carthame, ce qui
refléte une efficacité remarquable par rapport aux autres plantes étudiées. Cette valeur, bien
qu’exprimée en équivalent fer et non sous forme d’EC50, suggeére une forte capacité de
réduction des especes oxydantes. Ce résultat confirme le potentiel antioxydant significatif des

extraits aqueux de carthame, en cohérence avec les données observées dans notre étude.

Khémiri et al. (2020) ont évalué I’activité antioxydante de 1’huile des graines de Carthamus
tinctorius par le test FRAP et ont observé une absorbance de 1,07 a 200 pg/mL, inférieure a
celle de I’ascorbate de sodium (1,31 a la méme concentration). Bien que cette étude démontre
un pouvoir réducteur significatif, elle ne rapporte pas de valeur d’EC50, ce qui limite les

comparaisons quantitatives directes avec d'autres extraits.

6. Séparation de I’extrait acétonique par chromatographie sur couche

mince

Dans le but de séparer les différents composants du filtrat acétonique, une chromatographie
sur couche mince (CCM) a été effectu¢e. L’¢lution a été réalisée a 1’aide d’un systeme de

solvants adapté (n-butanol/eau/acide acétique, 84:14:7)

Aprés élution, plusieurs taches ont été révélées aux vapeurs de cristaux d’iode, puis

observées sous une lumiére UV (Figure 20).
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Figure 20:Séparation par chromatographie sur couche mince (CCM) du filtrat
acétonique des fleurs de carthame (Carthamus tinctorius), révélée par exposition aux
vapeurs d’iode puis observation sous lumiere UV.

E1 : le premier essai ; E2 : le deuxiéme essai ; E3 : le troisiéme essai.

Les diverses taches observées sont supposées correspondre a des composés différents

présents dans I’extrait, les valeurs de Rf (rapport frontal) ont été déterminées pour chaque

tache détectée (Tableau 12).

Rapports frontaux + Ecart
type (n=3)
RF1=0,03 + 0,007
RF2=0,14+0,014
RF3 =0,36 + 0,006
RF4 = 0,67 + 0,006
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RF5 = 0,96 + 0,006

Figure 21:Valeurs des rapports frontaux (Rf) des taches révélées dans I’extrait
acétonique des fleurs de carthame (Carthamus tinctorius)

L’analyse chromatographique sur couche mince (CCM) de ’extrait acétonique des fleurs de
Carthamus tinctorius a mis en évidence, aprés exposition aux vapeurs d’iode et révélation
sous lumiere UV, cinq taches distinctes, traduisant la présence de divers métabolites
secondaires (Figure 20). Les valeurs de Rf obtenues, allant de 0,03 = 0,007 a 0,96 + 0,006
(Tableau 12), ont indiqué une bonne séparation des constituants présents dans I’extrait. Ces

observations ont confirmé la présence de plusieurs composés majoritaires.

Ayesha Sultana & Anwer (2014) ont détecté deux pigments principaux lors de 1’analyse
CCM des pétales de Carthamus tinctorius. Le pigment jaune (carthamidine) présentait des Rf
entre 1,0 et 2,2, tandis que la carthamine (pigment rouge) affichait un Rf variant de 0,9 a 2,2,

selon le support utilisé, tel que la silice-gel F254.

Dans une évaluation technique publiée par la FAO (JECFA), la chromatographie sur couche
mince (CCM) réalisée avec un éluant composer de n-butanol, eau et acide acétique (4:1:2) a
permis de révéler la présence de pigments jaunes dans les extraits de fleurs de Carthamus
tinctorius. Deux taches distinctes ont été observées, correspondant a des valeurs de Rf
comprises entre 0,2 et 0,5, suggérant la présence de plusieurs composés colorants

responsables de la teinte jaune caractéristique.

D’apres les données toxicologiques du JECFA, la carthamine, principal pigment rouge
extrait des fleurs de carthame, a ¢été identifiée par CCM avec un éluant similaire (n-
butanol/acide acétique/eau). Une tache unique avec une valeur de Rf d’environ 0,40 a été
observée, indiquant une migration modérée sur la plaque chromatographique et confirmant

I’isolement de ce composé spécifique.

Selon Harborne (1998), les tanins hydrolysables et condensés apparaissent dans les extraits
végétaux avec des Rf faibles a modérés, et produisent des colorations brunes sous vapeur
d’iode.

Ces résultats mettent en évidence la complexité chimique des fleurs de Carthamus tinctorius,
révélée par la chromatographie sur couche mince. La diversité des taches observées traduit la
présence de plusieurs composés, dont certains pourraient étre responsables de la coloration
caractéristique des fleurs. La séparation obtenue témoigne dun bon profil

chromatographique, confirmant la richesse de [D’extrait en métabolites secondaires.
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Notre travail a porté sur 1’étude phytochimique, le dosage des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins. Et 1’évaluation de ’activité antioxydante des extraits bruts aqueux
obtenus par décoction et macération des graines de Carthamus tinctorius, ainsi qu'une analyse
chimique de I’huile extraite des graines. En complément, la séparation des composés présents
dans I’extrait acétonique a été réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM), afin
d’explorer leur profil chimique. Cette approche multidimensionnelle visait a mettre en

¢vidence le potentiel de cette plante sur les plans nutritionnel et pharmacologique.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude nous ont permis de formuler les

conclusions suivantes :

L’huile de graines de carthame extraite par méthode Soxhlet s’est présentée sous forme

d’un liquide 1égérement visqueuse de couleur jaune doré avec un rendement de 48,42% ;

Les extraits bruts aqueux préparés par décoction et macération ont présenté des extraits
secs cristallisé, de couleur jaune, d’odeur caractéristique, avec des rendements d’ordre de

3,44% et 4,51%, respectivement ;

Les tests phytochimiques sur les extraits bruts aqueux ont révélé la présence des alcaloides,
des flavonoides, des tanins, des terpénoides, des Saponines, des coumarines et des quinones

libres et I'absence totale des composés réducteurs, des anthraquinones ;

Les extraits bruts aqueux obtenus par décoction et macération ont présenté des teneurs en
polyphénols totaux estimées respectivement a 181,33 + 0.003 pg Eq AG/mg ES et 207 +
0.006 pg Eq AG/mg ES. Des teneurs en flavonoides estimé a 29,75 + 0.007 ug Eq C/mg ES et
28,35+ 0.003 pg Eq C/mg ES pour la décoction et la macération, respectivement. Par ailleurs,
les teneurs en tanins ont atteint 101,5 + 0,015 pg Eq C/mg ES pour la décoction et 56 + 0,003
ug Eq C/mg ES pour la macération ;

Ces extraits bruts obtenus par décoction et macération ont montré une activité antioxydante
notable, évaluée a travers les tests DPPH et FRAP. L’extrait issu de la décoction a affiché des
valeurs de CI50 et d’EC50 de 1,451 mg/ml et 1,42 mg/ml respectivement, tandis que celui
obtenu par macération a présenté des valeurs de 4,537 mg/ml pour la CI50 et 2,12 mg/ml pour
I’EC50. Ces résultats sont nettement faibles de ceux obtenus avec I’acide ascorbique (CI50 =

0,101 mg/ml) et le BHA (CI50 = 0,06 1mg/ml), utilis¢ comme référence ;

L’analyse chimique de I’huile extraite des graines de carthame a montré des résultats
conformes aux normes du Codex Alimentarius (2024), notamment un indice d’acide de 0,44

mg de KOH/g d'huile et un indice de peroxyde de 0,07 méq O2/Kg d’huile. En revanche, les
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indices d’ester et de saponification ont présenté des valeurs supérieures a celles
recommandées par le Codex Alimentarius (1983 et 2024), atteignant respectivement 202,45

mg KOH/g d’huile et 202,89 mg KOH/g d’huile.

La séparation chromatographique (CCM) de I’extrait acétonique des fleurs de Carthamus
tinctorius a mis en évidence cinq bandes distinctes, traduisant la présence de plusieurs
groupes de métabolites secondaires. La constance des valeurs de Rf entre les essais indique
une bonne reproductibilité du profil chromatographique. Ces résultats illustrent la diversité
des composés présents dans ’extrait et confirment I’intérét du carthame en tant que source

prometteuse de colorants naturels.

Ces résultats ne sont que préliminaires et nécessitent des études ultérieures approfondies et

précises, en mettant I'accent sur certains points :

o Explorer ’effet de différents solvants (éthanol, méthanol, acétate d’éthyle...) et tech-
niques d’extraction (ultrasons, micro-ondes, extraction assistée par enzyme) sur le

rendement et la composition en métabolites bioactifs ;

o Réaliser I’identification précise des composés présents dans I’huile et les extraits a
I’aide de techniques avancées telles que la chromatographie liquide (HPLC), la RMN

ou la spectrométrie de masse ;

« FEtudier in vivo ’activité antioxydante pour confirmer les effets observés in vitro et

mieux cerner les applications pharmacologiques potentielles ;

« FEtendre 1’évaluation biologique a d’autres propriétés telles que I’activité antimicro-

bienne, anti-inflammatoire ou encore antidiabétique ;

e Approfondir I’étude des pigments extraits des fleurs seches de carthame, en évaluant
leur stabilité, leur innocuité et leur potentiel d’utilisation comme colorants naturels

dans les produits agroalimentaires ;

o Comparer les effets des extraits issus de différentes parties de la plante (feuilles, tiges,

fleurs, graines) afin d’identifier les organes les plus riches en molécules bioactives.
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