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Introduction
|

Le safran est I'épice la plus chére du monde, non seulement pour sa valeur traditionnelle mais

aussi en tant qu'additif alimentaire. (E.Moshiri et al., 2006).

La valeur du safran est déterminée par 1’existence de trois principaux métabolites
secondaires : la crocine et ses dérivés, qui sont responsables de la couleur ; la picrocrocine,
responsable du go(t ; et le safranal responsable des odeurs. En effet, le safran contient plus de

150composés volatils et aromatisants (E. Moshiri et al., 2006).

La culture du safran commence a prendre de I’ampleur en Algeérie, pour cette raison et
connaissant son intérét dans le domaine économique et thérapeutique, nous avons estimé
nécessaire d’explorer les constituants de cette plante cultivée dans notre région de la wilaya
de Tlemcen. Nous allons I’examiner de plus prés en commengant par nous pencher sur ses
origines et son histoire. Nous établirons ensuite 1’intérét botanique de la plante Crocus sativus
L., et de ses différentes parties pour ensuite nous attarder et nous focaliser les pétales en
particulier, a I’origine méme de la drogue végétale utilisée en thérapeutique (Palomares,

1988).

Lors de la préparation du safran, il y’a des déchets (1kg de safran est obtenu a partir de
160000 fleurs (Righi et al, 2015)) ou bien des sous-produits de safran qui restent non
exploités. Ces déchets ou sous-produits sont une grande source de pollution et peuvent causer
un probléme écologique important. Par contre, depuis la moitié du dernier siecle, des études et
des efforts ont ét¢ entrepris par la recherche de méthodes en vue d’utiliser les déchets

provenant du safran comme matiere premiére pour la production d’aliments.

Les pétales de safran sont des composants les plus importants de la fleur de safran car ils

constituent une source de composés bioactifs non négligeables (Hosseini et al., 2018).

La plupart des études portent sur la stigmatisation du safran, et il existe peu d’information sur
les pétales ce qui attire aujourd’hui I’attention des chercheurs. Dans cette optique, notre
travail a pour objectif d’exploiter les déchets de safran pour leur richesse en substance

bioactive ..
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| — Le safran :

I-1 Histoire de la culture de safran en Algérie :
-Le safran est une, épice extrait de la fleur de Crocus sativus L, son utilisation remonte a la

plus haute antiquité, que ce soit au niveau de sa culture ou de son usage (Algrech, 2001).

-Le nom "safran" est dérivé du latin safranum, et inspiré de 1’arabe "zaafaran" dont la racine
exprime une notion essentielle, la couleur jaune. Le nom de genre "Crocus" vient du grec
Krokos, qui veut dire "filament". Et le terme "sativus™ signifie "cultiver", car le Crocus
sativus, par sa reproduction végétative, ne peut se multiplier sans la main de I’homme
(Dupont, 2001).

La culture du Safran est en régression en France depuis plus d'un siecle. Les bulbes méme
enterrés sont tués par des froids de — 15° G. aussi tous les hivers rigoureux sont néfastes a
cette culture. A la suite de I'hiver de 1789, cette plante fut presque perdue dans le Gatinais.
L'hiver de 1820 fit disparaitre les 4/5 des safraniéres qui s'étaient reconstituées. A la suite de
cas le colonisateur francais a procéde a des essais de culture du safran en Algérie. 1l a fait
plusieurs tentatives réalisées par Sergent, administrateur de Milah, par M. Ch. Riviere ancien
directeur du Jardin du Hamma, enfin par M. Trabut, chef du service botanique d'Algérie. Ce
Dernier en recommande la culture familiale. Les essais faits par Sergent ont parfaitement
réussi. Chaque famille indigene pourrait en Cultiver 10 ares rapportant 200 fr. avant la guerre,
soit 3 000 & 4 000 fr.au cours actuel. « Actuellement peu de cultures, écrit-il, procurent sur un
si petit espace et avec aussi peu de travail des bénéfices aussi rémunérateurs ». On peut la
cultiver par gradins. Si le climat est trop sec, il faut irriguer. Les porcs-épics sont friands des
bulbes et causent parfois des dégats. Ch. Riviere est d'avis qu'il ne faut pas cultiver a
proximité dela mer, mais dans les régions séches, a sol meuble et calcaire ; le Sig notamment

lui parait convenir (Chevalier A, 1926)
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Etamines

Pétales

Bulbes

Figure 1 : La fleur de Crocus sativus (Chahine, 2014)

I-2- Caractére botanique :
1-2-1-Classification :

D’apres (Winterhalter & Straubinger, 2000) : Le safran est issu des stigmates de
Crocus sativus L., membre de la famille des Iridacées. La classification taxonomique de C.

sativus est la suivante :
Division : Spermatophytes
Subdivision : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Sous-classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Iridacées

Genre/espéce : Crocus sativus.
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I-2-2-Description de la plante.:

pétales

pistils (3 stigmates)

bouton floral —

feuilles —

fruit en capsule
bulbes ou corme

racines

Figure 2 : La morphologie de Crocus Sativus (Arvy & Gallouin 2003).:.

I-3-Distribution géographique :
-Les principales régions de culture sont : Iran, la Gréce, le Maroc, I’Espagne, Ces pays sont

les premiers exportateurs mondiaux de safran. A plus petite échelle, on retrouve la France, le
canton du Valais en Suisse, 1’Italie, la région de Safran niolu en Turquie, I’ Azerbaidjan, la
province de Baloutchistan au Pakistan, la Chine, le Japon et la Pennsylvanie aux Etats-Unis

(Palomares, 1988).

Certifications obtenues pour le safran dans les divers pays de 1’Europe occidentale
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*Grece/Kozani : Krokos Kozanis
(A.O.P.)
*Espagne/La Mancha : Azafran de La
Manche (A.O.P.)
e[talie/L’ Aquila : Zafferano
dell'Aquila (A.O.P.)
e[talie/Sardaigne : Zafferano di
Sardegna (A.O.P.)
e[talie/Toscane : Zafferano di San
Gimignano (A.O.P.)
eItalie/Florence : Zafferano delle
Colline Fiorentine
*Suisse/Mund : Munder Safran

Figure 3 :Les parts en pourcentage des par
principaux pays producteurs de safran dans la
surface totale allouée dans les années 2000. (Selma
Tozanli., 2018).
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-La distribution du safran en

Algérie est :

Initiatives individuelles
supportées par des autorités
publiques :

A. Rouibi ; M’sara
Fréres Lahmari : Khenchela
L. Chouikh (Ass. Adam):
Mitidja
Safran Tariki: Constantine
A. Chickhi: Tlemcen
M. Brik (Ass. EI Argoub) :
Lagouat
Ass. Lahzamet : Batna
S. Boudjelida : Sétif
Fondation de I’ Association des
Producteurs de Safran (ANPS)

regroupant 100 producteurs de

25 wilayas en 2018

Figure 4 : Les aires principales de la culture de
safran en Algérie. (Selma Tozanli.,

I-4-Composition chimiques du safran :

L'analyse chimique du safran a montré la présence d'environ 150 substances volatiles
aromatiques et des composes non volatils, les principaux étant les flavonoides (quercetines et
Kaempferols) et majoritairement les caroténoides en grandes quantités tels que 1’a-caroténe,
le B-carotene, les lycopénes et la zeaxanthine.

Les substances volatiles se composent de plus de 34 composants qui sont des terpénes, des
Alcools terpéniques et leurs esters dont le safranal qui est le principal composant
(Liakopoulou-Kyriakides et Kyriakidis, 2002).

Les principaux composants du safran sont :
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» La crocine : responsables de la couleur jaune-orangée de 1’épice, constituent environ
6 a 16% de la matiére séche totale du safran. Elle est soluble dans 1’eau. Se caractérise
par une activité antioxydant et antitumorale (Gregory et al., 2005) (Gutheilet al.,
2012).

» La picrocrocine : est un glycoside sans couleur et sans odeur. Responsable de la
saveur amere du safran et peut comprendre jusqu'a 4 % de safran sec (Srivastava et
al., 2010).

» Lesafranal : ¢c’est une molécule volatile présente sous forme d’huile essentielle,
responsable de I'odeur et I'aréme du safran, il représente 82,82 % des composants
volatils (Hu et al.,2008).

> Les flavonoides : les flavanols portent le nom des kampferols sont des composants de
safran, Avec la quercétine et I’isorhamnetine qui ont été identifiées au niveau des

pétales de cette Plante étudiée (Goupyet al.,2013).

La crocine, la picrocrocine et le safranal sont synthétises a partir du clivage oxydatif de la

zeaxanthine (Premkumar et Ramesh, 2010)
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Safranal

nC Cni
| ]
éL
\ -
CH,

Figure 5 :Structures chimiques des compositions du safran (Rezaee Khorasany et al., 2016).

I-5-L usage de safran :

En générale, le safran est utilisé depuis des siécles dans I’art culinaire, dans le domaine des
Cosmétiques et des teintures et dans la médecine traditionnelle (Claire P, 2015).Plusieurs
études pharmacologiques ont été décrites :antioxydants, anticancéreux, anticonvulsivants, anti-
ischémiques, anti-génotoxiques, antidote, anti apoptotiques, antitussifs, antidépresseurs, sédatifs et
hypnotiques, hypo-lipidémies, antinociceptifs Et effets anti-inflammatoires (Rahimi, 2015).Le safran
est utilisé dans la cuisine arabe, européenne, indienne, iranienneet de nombreux plats d'Asie
centrale, notamment dans la préparation du bouillon, Riz (Chevalier A, 1926), a base de
poisson (Hill T, 2004).Le safran est employé en cosmétologie surtout chez les femmes pour
obtenir une peau douce et jaune, le crayon khdl maquiller les yeux en noir (Lazérat V, 2009),
le fluide et les cremes hydratantes, nourrissantes et anti-ages (Kesari, 2014), des masques
revitalisant des sérums antirides (phylactiv, 2014), le safran a également été employé pour ses

seules propriétés aromatiques pour la fabrication de divers parfums (Chevalier A, 1926)
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I1-Les petals du safran:

11-1-Définition de pétale du safran :

Le pétale de safran est le principal sous-produit de la transformation du safran. Le pétale de
safran contient plusieurs composés tels que des agents minéraux, anthocyanes, flavonoides,
glycosides, alcaloides et kaempférol. Comme le pétale de safran est moins cher et, produit en
grande quantité par rapport au stigmate, il peut donc étre considéré comme un produit
approprié a des objectifs différents. (Hosseini et al 2018). Ils sont utilisés comme agent
biologique dans les industries agricoles (Astareiet al., 2006), et ils possédent plusieurs
propriétés pharmacologiques comme le pouvoir antioxydant, anticancéreux, antibactérien,
antispasmodique, immunomodulateur, antidépresseur, antinociceptif, et des activités hépato-

protectrices, Reno-protectrices, antihypertensives et antidiabétique (Hosseini et al., 2018).

»

Figure 6 :pétales frais du safran.

Il -2-Composition chimiques des pétales :

L’analyse chimique des pétales de safran, montre des propriétés physicochimiques telles que
les protéines 10,20%, les graisses 5,3%, les cendres 7,00%, les Fibres 8,80%. Et aussi ils sont
composeés de flavanols (kaempféerol 12,6%), caroténoides (crocine 0.6%), anthocyanes,
composés phénoliques, terpénoides, alcaloides et de kinsénoside et de goodyeroside (Hosseini
et al., 2018).

Les pétales de crocus sativus contiennent du sucre et des pigments tels que des anthocyanines,

de I’alpha-carotene, béta-carotene et du xanthane (Shadmehri et al, 2019).
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11-3-Propriétés des pétales de safran

De nos jours, le pétale de safran est utilise comme agent biologique dans les industries

agricoles et dans différents domaines médicinaux. (Hosseini et al., 2018).

Les effets pharmacologiques du pétale de safran (Hosseini et al2018).

- )
=
Antinociceptive S

Antidepressant Hepatoprotective effect Antibacterial .
against acetaminophen,
cisplatin, gentamicin, CCl4
-__’ Antispasmo‘ﬁc |

Improvement of Renoprotective against

metabolic syndrome acetaminophen
Improvement
l;f PMS Immunomodulator

Figure 7: Les effets pharmacologiques du pétale de safran (Hosseini et al2018).

111-Polyphénols:

111-1- Définition des polyphénols :

-Les polyphénols, ayant une structure de base un phénol, sont les antioxydants les

Plus présents dans la nature mais aussi dans nos assiettes. Ils permettent aux plantes de se
Défendre contre les phénoménes d’oxydation, certaines agressions extérieures et contre le

Pourrissement (Buijsse et al., 2006).

-ils empéchent le vieillissement cellulaire en interrompant le passage du stress oxydatif et en
interceptant le <<message>> de I’apoptose (mort cellulaire programmé) (Macheix et al.,2006).
-Les polyphénols regroupent différentes classes de molécules, principalement les acides
Phénoliques et les flavonoides mais aussi les lignanes et les stilbénes aux effets de type

Ostrogénique bien connus (Renaud, 1992). Les flavonoides se divisent en trois groupes :
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> Les flavonoides « jaunes » :

Trés abondants dans les fruits et Iegumes comme les brocolis ou les agrumes

» Les flavonoides rouges ou « anthocyanes » :

On les trouve dans de nombreux fruits rouges comme la betterave et le vin. C'est
essentiellement pour leurs propriétés antioxydants

> Lestanins:

Il est composé en deux grands différents groupes a la fois par leur réactivité chimique et par
leur composition (Haslam, 1989) :

e Les tanins hydrolysables : ce sont des esters de glucose et d’acide gallique
(Guignard, 2000). Ils sont d’abord caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre
dégradés par I’hydrolyse biochimique ou enzymatique. (Guignard, 2000).

e Les tanins condensés : sont des oligomeres ou des polymeres de flavane-3-ol dérivés
de la catéchine ou de ses nombreux isomeres (Harborne, 1980). Ils ont la propriété

de coaguler les protéines du derme (Guignard, 2000).

'TANNINS |

OH
OH HO

Hydrolysable Tannins Condensed Tannins

Figure 8 : Structure de base et types de tannins (Macheix et al, 2005).
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I11-2- Role des polyphénols :
Les polyphénols sont importants pour la physiologie de la plante, ils jouent un rdle essentiel

dans plusieurs fonctions :

-La Protections des tissus végetaux contre les rayonnements UV (Lattanziet al., 2008)

- Responsables de la pigmentation des fleurs, des fruits et des pollens pour attirer les
Pollinisateurs et les disperseurs de graines (Hadi, 2004).

- Donnent I’aréme et le parfum aux plantes.

- Facilitent la fertilité de la plante et la germination de pollen (Petti et Scully, 2009)

-La protection contre les microorganismes pathogeénes et les insectes [(Balasundramet al.,
2006) ; (Taylor et Chom, 2006) ; (Petti et Scully, 2009)].

-Les flavonoides qui sont responsables de la coloration des organes végétaux (fleurs, fruits,
graines) (Petti et Scully, 2009).

-Les polyphénols peuvent aussi jouer un réle essentiel dans la santé en agissent sur le
Métabolisme, le poids, les syndromes chroniques et la prolifération cellulaire, ainsi que sur les
Risques mineurs des syndromes dégénératifs chroniques et 1ié¢ a I’age (Pérez-Jiménez et al.,
2010).

IV-Les solvents:

IVV-1-Méthanol :

Le méthanol ou alcool méthylique, est un solvant polaire, composé,

organique de formule : CH30OH C’est le plus simple des alcools. Il se présente sous la forme
d'un liquide léger, volatil, incolore, inflammable, toxique ayant une odeur caractéristique, plus

douce et sucrée que celle de 1’éthanol

Le méthanol brdle dans I'air en formant du dioxyde de carbone et de I'eau :
2 CH30OH +3 02 —» 2 CO2 + 4 H0

Le méthanol est utilisé traditionnellement comme dénaturant de I'éthanol, ce qui est explique
I'origine du terme Alcool dénaturé. Le méthanol est également utilisé comme solvant, et

comme antigel.
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Figure 9 : structure chimique du méthanol

IV-2-Butanol :

Le Butanol est le nom de plusieurs alcools isomeres de formule brute CsH100. Un composé
organique volatil. Il se présente sous la forme d’un liquide incolore, et est un alcool produit
essentiellement a base de dérivés de pétroles. Soluble dans I'eau (7,8% en poids a 20°C), le 1-
butanol en dissout une quantité importante (20% en poids a 20°C) et forme un azéotrope avec

I’eau. Miscible a la plupart des solvants organiques usuels : alcools, cétones, esters...

Une équipe de chercheurs de I'Institut National des Sciences et des Techniques Industrielles
Avancées a développé une technique de raffinage du bio-butanol qui permet d'obtenir une
solution concentrée a 82% (pourcentage massique) et ainsi de réduire considérablement

la quantité d'énergie totale consommeée lors du processus de déshydratation du butanol.

cH;,—CH;i—CH;—ChH;—OH

Figure 10 : structure chimique du butanol

1V-3-L’eau :
L'eau est une substance chimique constituée de molécules H20. Ce composé, trés stable, mais

aussi tres reactif, est un excellent solvant a I'état liquide. Dans de nombreux contextes, le
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terme eau est employé au sens restreint d'eau a I'état liquide, ou pour designer une solution

aqueuse diluee.

L'eau est la molécule la plus abondante sur Terre et elle présente de nombreux avantages : elle
est non toxique, sans danger pour la santé, non inflammable. C’est un solvant polaire et une
structure interne dominée par un réseau de liaisons hydrogéne ou laisons-H. En particulier,
I’utilisation d’eau comme solvant pour des réactions de Diels-Alder conduit a une
augmentation des vitesses de réaction et de la sélectivité du fait d’'une combinaison entre

effets hydrophobiques et effets liés aux liaisons-H.

L'eau est un constituant biologique important, essentiel sous sa forme liquide pour tous
les organismes vivants connus. Compte tenu de son caractére vital, de son importance dans
I'économie et de son inégale répartition sur Terre, I'eau est une ressource naturelle dont

la gestion est I'objet de forts enjeux géopolitiques.

ol /

Figure 11 : structure chimique de la molécule d’eau
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I- Les pétales de safran:

I-1-Obtention des pétales :

Notre étude porte sur la détermination de la composition des pétales fraiches du Crocus
sativus L, une plante locale de la région d’Ain Fezza, djebel zaafran, Daira de Tlemcen,
Wilaya de Tlemcen, Le mateériel végétal constitué des parties aériennes de la plante récoltée
pendant la fin de mois d’octobre vers la mi-novembre2021. (Afin de préserver au maximum
I’intégrité de sa composition chimique), le matériel est conservé a 1’abri de la lumiére et de

I’humidité en vue des différents dosages.

Cadre d’étude :

Notre étude expérimentale a été réalisé au sein du laboratoire "n°05 biochimie" du
département de biologie, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la
Terre et de I'Univers, Université de Tlemcen.

Ce travail a été réalisé en deux parties :

1. Préparation des extraits de safran a partir des pétales de Crocus Sativus

2- dosage des familles chimiques présentes dans les extraits ainsi que 1’étude la

capacité antioxydante totale des extraits

-Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins hydrolysables, tanins condenses,

flavanols et évaluation de capacité antioxydants au niveau de ces extraits des pétales
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I-2-Extraction des huiles fixes :

L’extraction des huiles fixes se fait par la méthode de soxhlet

A

Figure 11 : dispositif d’extraction des huiles fixes (méthode de soxhlet

Avant de commencer cette méthode on pése la matiére végétale fraiche dont le poids est de
(85,69259)

- On utilise deux cartouches cellulosiques remplies de matiere végétale ; placé les cartouches

dans un siphon relie a deux ballons remplit avec 300 ml d’hexane.
- L’extraction se fait entre 3h .

- On prend le ballon qui contient I’hexane avec les huiles fixes, puis on le met dans le rota-
vapeur a une température 45 qui sépare les huiles fixes et I’hexane par 1’évaporation

d’hexane.

-A la fin de cette opération nous avant extrait les huiles fixes.
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Figure 12 : Photographie du Rotavapeur utilisé

| -3-Préparation des extraits :

L'extraction des constituants du matériel végétal ce fait par :

| -3-1-Macération :

Le principe de macération est 1’extraction des familles chimiques.

-Apres I’extraction des huiles fixes, retirer les pétales frais des cartouches pour les faire

séchés pendant 16h
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Figure 13 : Pétales fraiches portes au
séchage
-les pétales sont passées par des solvants a polarité croissante d’un solvant apolaire vers le

plus polaire (dichlorométhane, acétate-d “éthyle, acétone, butanol, méthanol, eau)

Apreés les macérations des solvants dichlorométhane, acétone, acétate-d’éthyle, on peése le
résidu apres filtration et séchage du filtrat, on ajoute 350ml du butanol de fagon a ce que le

résidu soit submerge dans le solvant.

Lassez-le pendant 72h a température ambiante, suivi d’une premiere filtration sur le papier de
JOSEPH et une deuxieme filtration sur le papier wattman a porosité (0.8mictometre).la patrie
résiduelle est séchée et pesé pour &tre macéré dans le méthanol et qui sera filtré dans les

mémes conditions puis pesé pour une derniére macération aqueuse.

Figure 14 : pétales macéré dans le butanol
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Figure 15 : Photographie de la filtration de la macération des pétales fraiches de

Solvant méthanol
-Les fractions sont récupérées en évaporant le solvant dans le rotavapeure a 45°C.
I -3-2- Rendement des extraits d’Crocussativus L :

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

R (%) = [M (ext)/M (ech)] *100

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

-Méch : la masse séche de 1’échantillon végétal en g

I-4- Dosage des composés phénoliques :

I-4-1-Dosage des phénols totaux :

Principe : Le dosage des phénols totaux est déterminé par le réactif de Folin-Ciocalteu selon
la méthode de (Singleton et Rossi, 1965). Le réactif est réduit lors de I’oxydation de phénol,
en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne, I’absorption est mesurée a I’aide

d’un spectrophotomeétre a 765nm.

Mode opératoire : Une prise de 200 uL de I’extrait dilué a été introduite dans des tubes a
essais, puis 1000 pL du réactif du Foliln-Ciocalteu dilué 10 fois et 800 uL de carbonate de
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sodium (Na2COs) a 7.5% sont additionnés. Les tubes sont agités et conservés durant 30min a
I’abri de la lumiére et & une température ambiante. L’absorbance est mesurée a765nm contre
le blanc a I’aide d’un spectrophotométre SPECORTD 200 Plus (Figure 5). Une courbe
d’étalonnage est réalisée en utilisant ’acide gallique comme controle positif afin d’exprimer
les teneurs en milligramme (mg) équivalents d’acide gallique par gramme de la matiére séche
(mg EAG /g MS).

1-4-2-Dosage des flavonoides :
Principe : Le dosage des flavonoides est déterminé en utilisant la technique de (Zhishen et
al., 1999).

Mode opératoire : une quantité de 500 puL de I’extrait dilué est mélangée avec 1500 uL
d’eau distillée, suivi par 150pL de nitrite de sodium (NaNO2) a 5%. Aprés 5 min ,150uL de
trichlorure d’aluminium (AICI3) & 10 % est ajouté au mélange. Aprés 6 min d’incubation a la
température ambiante, 500uL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4%est additionné.
Immédiatement, le mélange est complétement agité afin d’homogénéiser le contenu.
L’absorbance est déterminée a 510 nm contre le blanc a 1’aide d’un spectrophotométre
SPECTROD 200 Plus. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes

conditions opératoires en utilisant la catéchine comme contr6le positif.

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par

gramme de la matiére seche (mg EC/g MS).
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1-4-3-Dosage des tanins condensés :
Principe : La quantité des tanins condensés est déterminée par la méthode de vanilline en
milieu acide (Julkunen-titto, 1985). Cette méthode est basée sur la capacité de vanilline en

présence d’HCI a réagir avec les tanins, 1’absorbance est mesurée a 550 nm.

Mode opératoire : Un volume de 50 pL de I’extrait dilué est ajouté a 1500 pL de la solution
vanilline/méthanol (4%) puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite, 750 puL de 1’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min a I’abri de la lumiére. L ’absorbance est mesurée a 550
nm contre le blanc a I’aide d’un spectrophotométre SPECORD 200 Plus. Une courbe
d’étalonnage est réalisée en paralléele dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine comme contr6le positif. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg)

équivalents de la catéchine par gramme de la matiére seche (mg EC/g MS).

1-4-4-Dosage des tanins hydrolysables :
Principe : Le taux des tanins hydrolysables est déterminé par la méthode de Mole et

Waterman (1987) qui est basée sur la réaction avec le chlorure ferrique.

Mode opératoire : Un volume de 1 ml de I’extrait est mélangé avec 3.5 ml de la solution de
FeClI3 (1.62 g est dissous dans 0.01M de HCI). Le mélange donne une coloration rouge
violette au complexe d’ou la formation des ions (Fe+3). L’absorbance a été lue a 660 nm
apresl5 secondes. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalents d’acide gallique

par g de la matiére séche a partir de la courbe d’étalonnage (mg EAG/ g MS).

1-4-5-Dosage des flavanols :

Principe : Le dosage des flavanols a été réalisé par la méthode de (Kumaran et al., 2007).

Mode opératoire : Une prise de 0.25 ml de I’extraits brut est mélangé avec 1.5 ml d’acétate
de sodium a 50 mg/ml et 0.25 ml de AICI3 a 2 mg/ml. Le mélange est homogénéisé et incubé

a température ambiante durant 150 min. L’absorbance est lue a 440 nm.

Le contenu en flavanols est exprimé en milligramme (mg) équivalents de quercétine par

gramme du poids de la matiére séche (mg QE/ g MS).
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I-5-Capacité antioxydante totale (CAT) :
Principe : La CAT de I’extrait brut des fruits immatures de P. Atlantica a été examiné par la

méthode de phosphomolybdéne de (Prieto et al., 1999).

Mode opératoire : Un volume de 300 ul de I’extrait dilué a été ajouté a 3 ml de solution de
réactif (acide sulfurique 0.6M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d’ammonium 4
mM). Les tubes ont été fermés et incubés a 95 °C pendant 90 min. Aprés refroidissement,
I’absorbance des solutions a été mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 3 ml de la
solution CAT et 0.3 ml du I’eau distillée et il a été incubé dans les mémes conditions que

I’échantillon.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide ascorbique comme contrdle positif. Les valeurs de la CAT sont exprimées en

milligramme équivalents d’acide ascorbique par gramme de maticre seche (mg EAA/g MS).

Test statistique

Data were tested by one-way ANOVA and Tukey post hoc tests. Values with different
superscipt letters (a .b. c) are significantly differentat p < 0.05, P< 0.001.




Reésultats et Interpréetation
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|
I. Etude phytochimiques :

1. 1. Rendement d’extraction :

Rendement
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Figure 16 : Rendements de la macération des pétales frais dans différents solvants

Nos résultats montrent que I’extraction des pétales de safran par la macération donne des
rendements plus ou moins importants dans les fractions méthanolique (28.260%) et fraction

aqueux (16.045%), par apport aux fractions butanolique (1.693%).
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I-2- Dosage des composés phénoliques :

1-2-1- Dosage des polyphénols totaux :

La courbe d’étalonnage est élaborée par une solution standard de I’acide gallique a des
concentrations différentes. La formule de la régression linéaire de cette courbe est de
(Y = 4.548x) avec un coefficient de corrélation R2= 0,990.
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Figure 18 : La teneur en polyphénols totaux dans les trois extraits.
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(Data were tested by one-way ANOVA and Tukey post hoc tests. Values with different
superscipt letters (a.b. c) are significantly different at p < 0.05, P< 0.001.).

D’aprés les résultats suivants, nous avons constaté que tous les extraits préparés, contiennent
des composés phénoliques, mais a des concentrations trés variables. La concentration de La
Fraction aqueuse est augmenté d’une maniere hautement significative par rapport aux fraction

butanolique et methanolique P< 0.001.

La concentration de la fraction méethanolique en polyphénol présente une augmentation d’une

maniere hautement significative par apport la fraction butanolique P< 0.001.
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I-2-2- Dosage des flavonoides :
Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode spectrophotométrique au chlorure

d’aluminium (AICI3). Les résultats obtenus basés sur la formule de la régression de

(y=2.117x) avec un coefficient de détermination (R2 =0,989).
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 20: La teneur en flavonoides totaux.

Data were tested by one-way ANOVA and Tukey post hoc tests. Values with different
superscipt letters (a .b. ) are significantly differentat p < 0.05, P< 0.001.

La fraction obtenue par la macération a partir des pétales de Crocus sativus. L ont montrés des
teneurs plus importantes en flavonoides.la concentration aqueuse présente une significative

modéré par apport la fraction méthanolique et butanolique P< 0.05

Cependant la concentration en flavonoides au niveau de fraction méthanolique est diminuée

de maniére hautement significative par apport la fraction butanolique. P< 0.001.




Résultats et Interprétations

1-2-3-Dosage des tanins condensés :
Dans cette courbe en utilisant la vanilline comme référence. La formule de la régression

lineaire est de (y=0,088x + 0,013) avec un coefficient de corrélation R2= 0,998.
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Figure 21 : courbe d’étalon de la catéchine.




Résultats et Interprétations

200
180
160
140
120
100

@

H la moy(mg/g)
60
C
40

20
, -

extrait
methanolique

extrait

butanolique extrait

agqueux

Figure 22 : |a teneur en tanins condensés.

Data were tested by one-way ANOVA and Tukey post hoc tests. Values with different
superscipt letters (a.b. ¢) are significantly different at p < 0.05, P< 0.001.

Les fractions butanoliques et aqueux préparés, montrent la présence des teneurs plus importante en
tanins condensés avec des concentrations déférentes. La concentration de La Fraction aqueuse

est diminuée d’une maniere hautement significative par rapport aux fraction butanolique
P< 0.001.

Cependant la fraction agueuse est augmentée d’une maniére hautement significative par
rapport aux fractions méthanolique P< 0.001.

La concentration de la fraction méthanolique est diminuée d’une maniére hautement

significative par apport la fraction butanolique P< 0.001.
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1-2-4-Dosage des tanins hydrolysables :
Le taux des tanins hydrolysables a été effectué par la méthode de Mole et Waterman (1987)

qui est basée sur la réaction avec le chlorure ferrique. Les résultats obtenus basés sur la
formule de la régression de (y=0.337x) avec un coefficient de détermination (R2 =0,992)
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Figure 23 :courbe détalonnage de l’acide gallique.
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Figure 24 :1a teneur des tanins hydrolysables

Data were tested by one-way ANOVA and Tukey post hoc tests. Values with different
superscipt letters (a.b. ¢) are significantly different at p < 0.05, P< 0.001.

D’aprés I’histogramme illustre dans la (figure : 25) nous avons constaté que la tenure en
tanins hydrolysables est élevée au niveau de la fraction butanolique. La fraction aqueuse ne

présente aucune différence par apport la fraction méthanolique P>0.05.

Cependant la concentration en tanins hydrolysables au niveau de la fraction méthanolique est
diminuée de maniere hautement significative par apport a la fraction butanolique P< 0.001.

La concentration de la fraction aqueuse est tres significative par rapport aux fractions
butanolique P < 0.01.
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I-2-5- Flavonols :

Le dosage des flavonols a été réalisé par la méthode de (Kumaran et al. 2007). Les résultats
obtenus basés sur la formule de la régression de (y=1.869x+0.035) avec un coefficient de
détermination (R2 =0,978).
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Figure 25 : courbe d’étalonnage de quercétine.
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Figure 26 : La teneur en flavonols.

Data were tested by one-way ANOVA and Tukey post hoc tests. Values with different
superscipt letters (a .b. ) are significantly differentat p < 0.05, P< 0.001.

Nous remarquons que les flavonols sont présents avec une teneur tres élevée dans la fraction
butanolique. La concentration de La Fraction butanolique est augmenté d’une maniere

hautement significative par rapport aux fraction aqueuse et methanolique P< 0.001

La concentration en flavonols dans la fraction méthanolique est diminuée d’une maniére

hautement significative par apport aqueuse P< 0.001.




Résultats et Interprétations

I1-Capacité antioxydant totale(CAT):
La CAT de I’extrait brut des fruits immatures de P. Atlantica a été examiné par la méthode de

phosphomolybdéne de (prieto et al. 1999).

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans la méme condition opératoire en
utilisant 1’acide ascorbique comme contrdle positif. Les résultats obtenus basés sur la formule

de la régression de (y=2.855x) avec un coefficient de détermination (R2 =0,995).
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Figure 27 :courbe d'étalonnage d’acide ascorbique.
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Figure 28: la teneur en capacité antioxydants totale.

Data were tested by one-way ANOVA and Tukey post hoc tests. Values with different
superscipt letters (a.b. ¢) are significantly different at p < 0.05, P< 0.001.

Nous avons observé que la concentration de la capacité antioxydant est élevé dans la fraction

aqueux.la concentration de la fraction aqueuse est hautement significative par apport la
fraction aux fractions butanolique et méthanolique P< 0.001.

Cependant la concentration de la fraction methanolique est significative par apport la fraction
butanolique P< 0.05.
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Le safran est une épice bien connue, produite depuis longtemps, principalement dans le bassin
méditerranéen. Au cours des derniéres années, le safran a été considéré comme une culture
alternative pour la diversification de I'agriculture et une nouvelle source de revenus, du fait de
son prix élevé (Matteo Caser et al., 2020). La richesse de Crocus sativus en composés
phénoliques avec une teneur importante en polyphénols, en flavonoides et tanins montre tout
son intérét thérapeutique sur la santé (anti-oxydants, anticancéreux, anti convulsivant,

antidépresseurs, sédatifs ... en médecine préventive et en nutrition) (Al-faraji, 2017).

Les chercheurs se basent actuellement sur les vertus attribuées au safran dans 1’ Antiquité afin
de découvrir les molécules bioactives de cette épice. Les stigmates ne représentent qu’une trés
faible partie de la plante et elle reste la partie la plus étudié par les chercheurs. Pourtant, les

pétales n’ont été que trés peu étudiés.

Les pétales constituent les bio-résidus les plus abondants du safran (Crocus sativus L.).
Comme ils sont source naturelle de polyphénols aux propriétés antioxydantes, ils pourraient
étre transformés pour générer de précieux produits de bioraffinerie pour des applications dans
les industries pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires, devenir une nouvelle source de

revenus tout en réduisant les biodéchets. (Matteo Caser et al., 2020).

Nous avons réalisé des dosages quantitatifs par des réactions chimiques pour la détermination

des polyphénols totaux, des flavonoides, flavonols et des tanins.

Nos résultats montrent que I’extraction des pétales de safran par la macération donne des
rendements plus ou moins importants dans les fractions méthanolique (28.26029621%) et
fraction aqueux (16.04586109%), par apport aux fractions butanolique (1.693946653%).

Nos résultats sont plus intéressants par apport aux d’autres études (Jadouali et al.,2018).

Il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie vu la variabilité des
parametres, car le rendement dépend de plusieurs paramétres tels que les propriétés chimiques

de la plante étudiée, le solvant utilisé et I’humidité.

D’aprés nos résultats qui montrent une augmentation des concentrations en composés
phénoliques au niveau de la fraction aqueuse d’une maniére hautement significative par
rapport a celles obtenus au niveau des autres fractions methanolique et butanolique.

Nos résultats sont plus faibles comparés a ceux de Jadouali et al, 2018 (65.43mg/q).

j
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La fraction aqueuse a une affinité par apport aux polyphénols, en comparant avec les autres
fractions, nous pouvons dire que des polyphénols sont des composés phénoliques

hydrosolubles.

Les concentrations en flavonoides sont plus élevées au niveau de la fraction butanolique
(152.2152mg/qg) est hautement significative par apport a la fraction méthanolique, et pour la
fraction aqueuse qui présente une significative moyenne par apport la fraction méthanolique

et butanolique.

Le fractionnement a donné des résultats plus intéressants en comparant avec d’autre études

(belyagoubi | et al, 2021)

Dans notre étude, nous n’avons constaté que la fraction butanolique riche en flavonoide,

flavonol, tanin condensé et tanin hydrolysable par rapport aux autres fractions.

De plus les extraits des pétales de Crocus Sativus L sont également évalués pour leur activité
antioxydante. La fraction agueuse a montré une activité antioxydante plus élevée comparée

aux autres fractions

)
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Conclusion

Notre travail de fin d’étude a montré que les pétales de safran sont composes de différents
principes actifs tels que les flavonoles, flavonoides, phenols totaux tanins. Les pétales de
safran sont moins cher et produit en grande quantité par rapport aux stigmates du safran, il
peut donc étre considéré comme une source appropriée a différentes fins. Il a différents effets
pharmacologiques tels que des propriétés antibactériennes, hépatoprotectrices,
rénoprotectrices, antidiabétiques, antihypertensives, antidyslipidémiques, antidepressives,
antioxydantes et antitumorales. La plupart des effets pharmacologiques sont liés a la présence
de composants actifs dans les pétales de safran dont la plupart présentent des activités anti-
oxydantes. Les pétales de safran peuvent étre utilisés comme médicament alternatif ou

complémentaire en médecine.

D’apres les résultats du screening phytochimique, la fraction methanolique a un rendement
plus élevé par contre la fraction butanolique contenaient majoritairement des flavonoides,

flavonol et les tanins. Et la fraction aqueuse a une grande activité antioxydante.

De notre étude et observation, nous avons conclu que la partie aqueuse a une plus grande
affinité pour les molécules de phénol que d’autres fractions. Il a alors conseillé aux chercheurs
travaillant sur le dosage des polyphénols dans les pétales de safran d'utiliser le solvant aqueux

pour leurs futures études.

On peut conclure que les pétales de safran ne sont pas des déchets et ne doivent pas étre jetés. Il

faudra les valoriser et les exploiter.
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Les extraits La masse durésiduig) Lamassedela Le rendement({%)
fraction(g)

Extrait butanolique 20.9933 0.3357 1.6933946653

Extrait methanolique 19.716 5.5718 28.26029621

Extraitagueux 10.8676 1.7438 16.04586109

Tableau 1 : rendement en extrait frais des pétales du safran.

Messe | Volume | Dilution D01 | D02 003 mgfml(l) [mgml(2) |mgml(3) |mge(l) |mgfell) |mglel3)
Fraction aqueux 18|16 |13 043|046 (0 2975826129 | 2997031589 | 3060349566 | 2730520591 | 2749885986 | 2807982168
Fraction methanolioue | 55718 |15 | 132 0619|067 |06l GA19119 | AABIATTAL | 4439065092 | 1191319265 | 1206471179 | 1195007243
Fraction butanclioue | 03557 |6 |18 0591|0597 |05 103963559 | 1,050016489 | 1,035945916 | 182823095 | 184679167 | 1,822044043

Tableau 2 : résultat des phénols totaux des pétales du safran
Moyenne (mg/g) Ecartyp
Fraction aqueux 27,62796248 0,4031228281
Fraction methanolique 11,97632562 0,07885306225
Fraction butanolique 1,832355554 0,01287907346
Tableau 1: synthese des phénols totaux

Giwior [ 001 002 [0 [Weme  [Veme  [mgmi@ [m@mi@ [remiGl [rek@  |rer@ [ m@al)
Fraction s T foar om [om  [imes | 5779516355 | 9779516358 | 8779516958 | 6973062377 | 69,73062377 | 597308577
oo | o o oss (& s e vt v e | s

Tableau 2 : résultat du flavonoide.
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Moyenne (mg/g) Ecartyp
Fraction aqueux 89,73062377 1.442026
Fraction methanolique 25,56979296 0,09140055518
Fraction butanolique 134,4068015 0,2651044931

Tableau 3 : synthése des flavonoides.

Dilution | DO1 DO2 DOo3 Masse Volume mg/ml (1) mg/ml (2) meg/ml (3) mg/g (1) mg/g (2) me/e (3)
Fraction aqueux 1/2 0,234 0,309 0,31 1,7438 16 4,960629921 | 6,64791901 6,670416198 45,51558593 | 60,99707774 | 61,20348763
Fraction meth 1/2 0,228 0,039 0,053 5,5718 15 4,825646794 | 0,5736782902 | 0,8886389201 | 12,9912599 1,544415513 | 2,392329912
Fraction butanolique 1/2 0,386 0,522 0,51 0,3557 6 8,380202475 | 11,43982002 11,16985377 141,3584899 | 192,9685694 | 188,4147389
Tableau 4 : résultat des tanins condensés
Moyenne (mg/g) Ecartyp
Fraction aqueux 61,10028768 0,1459609046
Fraction methanolique 8,624962481 0,2788008895
Fraction butanolique 190,6916541 3,22004446
Tableau 5 : synthese des tanins condenses
Masse | Volume | Dilution | DO1 D02 D03 meg/ml (1) mg/ml (2} mg/ml (3} mg/g (1) mg/e (2) meg/g (3)
Fraction aqueux 1,7438 | 16 1/4 0,366 0,413 0,358 4337777778 | 4,894814815 | 4,242962963 | 39,8006907 4491170836 | 38,93073025
Fraction methanolique | 55718 | 15 1/8 0,356 0,515 0,514 8,438518519 | 12,20740741 | 12,1837037 | 22,71757381 32,86350554 | 32,80009253
Fraction butanelique 03557 |6 1/4 0,547 0,312 0,319 6,482962963 | 3,697777778 | 3,780740741 | 109,3555743 62,37466029 | 63,77409178
Tableau 6 : résultat tanins hydrolysables
Moyenne (mg/g) Ecartyp
Fraction aqueux 39,36571047 0.6151549353
Fraction methanolique 32,83199923 0,04512289465
Fraction butanolique 63,07437603 0,98954749

Tableau 7 : synthése des tanins hydrolysables.




Masse Volume | Dilution DO1 DO2 D03 mg/ml (1) mg/ml (2) mg/ml (3) mg/g (1) mg/g (2) mg/e (3)
Fraction aqueux 1,7438 16 1/25 0,35 0,47 0,374 4,210793753 5,815415062 | 4,531718015 | 38,63556603 53,35855086 | 41,580163
Fraction methannlique 5,5718 15 1/100 0,083 0,074 0,081 2,562045357 | 2,080658964 | 2,455070603 | 6,8973546 5,601400708 | 6,609364846
Fraction butannlique 0,3557 6 1/25 0,557 0,472 0,471 6,978765511 5,842158751 | 5,828786906 | 117,7188447 98,54639444 | 98,3208362
Tableau 8 : résultat des flavonols.
Moyenne (mg/g) Ecartyp
Fraction aqueux 40,10786451 2,082144483
Fraction methanolique 6,369373385 0,680493239
Fraction butanolique 98,43361532 0,1594937601
Tableau 9: synthese des flavonols.
Masse | Velume Dilutien | DO1 DOo2 DO3 mg/ml (1) mg/ml (2) mg/ml (3) meg/g (1) mg/g (2) mg/g (3)
Fraction aqueux 1.7438 | 16 1/25 0.284 0.286 0.321 2.486516775 | 2.504027457 2.810464383 22.81469687 | 22.97536375 | 25.78703414
Fraction methanolique | 5.5718 | 15 1/25 0.638 0.43 0.536 5.585907404 | 3.764796526 4.692862646 15.03797894 | 10.13531496 | 12.63378795
Fraction butanolique 0.3557 | b6 1/8 0.211 0.207 0.233 0.591160608 | 0.5799537718 | 0.6527982069 | 9.971784222 | 9,782745659 | 11,01149632

Tableau 12: résultat du capacité antioxydante total

Moyenne (mg/qg)

Ecartyp

Fraction aqueux

23,85903159

1,671630594

Fraction methanolique

12,60236062

2,451483078

Fraction butanolique

10,25534207

0,6616349721

Tableau 10 : synthése de la capacité antioxydante totale.




Résumé :

Crocus sativus L, est une plante dont est extrait le safran m est également désigné par 1’appellation « or rouge »,
appellation hautement justifiée puisque, vendue entre 30 et 40 euros le gramme, la précieuse épice suit le cours de
or, étant la plus chére au monde. Ses vertus thérapeutiques sont connues depuis l'antiquité, il est utilisé en
médicine traditionnelle et dans les différentes préparations culinaires grace a sa richesse en molécules bioactives.
Notre travail consiste & valoriser cette plante plus particulierement les fleurs qui sont considérées comme des
déchets de la production du safran. La quantification des teneurs en phénols totaux, en flavonoides, en flavonols,
et en tanins hydrolysables et condensés et 1’évaluation des activités antioxydante des extraits des fleurs ont été
déterminées. L’étude du pouvoir antioxydant est évaluée par la méthode : la capacité antioxydante totale (CAT).
L’objectif de notre travail est d’évaluer le dosage des polyphénols des pétales de crocus sativus L. Pour cela notre
étude a été réalisée au sein du laboratoire "n°05 biochimie" du département de biologie, faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de I'Univers, Université de Tlemcen ; en deux parties : Préparation
des différents extraits a partir des pétales de safran, tests phytochimiques de différentes préparations de la partie
aérienne (pétales) d’Crocus sativus L.

Nos résultats révélent que la fraction butanolique obtenus par la macération est plus riches par rapport aux autres
fractions (aqueux et méthanolique) en flavonoides, tanins (condensé et hydrolysable) et en flavonol.

D’apreés les résultats notre plante a montré une bonne activité avec les trois fractions, en particulier fraction aqueuse
des pétales du safran qui a présenté I’activité la plus élevée.

Les mots clés : Crocus sativus L, pétales, polyphénol.

Abstract :

Crocus sativus L, is a plant from which saffron is extracted m is also referred to as "red gold”, a highly justified
designation since, sold between 30 and 40 Euros per gram, the precious spice follows the price of gold, being the
most expensive in the world. Its therapeutic virtues have been known since antiquity, it is used in traditional
medicine and in various culinary preparations thanks to its richness in bioactive molecules.
Our job is to enhance this plant, especially the flowers, which are considered waste from the production of saffron.
The quantification of the contents of total phenols, flavonoids, flavonols, and hydrolysable and condensed tannins
and the evaluation of the antioxidant activities of the flower extracts were determined. The study of the antioxidant
power is evaluated by the method : the total antioxidant capacity (CAT).
The objective of our work is to evaluate the dosage of polyphenols in crocus sativus L petals. Of Life and Sciences
of the Earth and the Universe, University of Tlemcen ; in two parts : Preparation of different extracts from saffron
petals, phytochemical tests of different preparations of the aerial part (petals) of Crocus sativus L.
Our results reveal that the butanolic fraction obtained by maceration is richer compared to the other fractions
(aqueous and methanolic) in flavonoids, tannins (condensed and hydrolysable) and flavonol.
According to the results, our plant showed good activity with the three fractions, in particular the aqueous fraction
of saffron petals which presented Crocus sativus L.
Key words : Crocus sativus L, petals, polyphenol.
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