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Résumé

Les plantes médicinales représentent la premiere source de substances thérapeutiques

et jouent un réle primordial dans le traitement et la prévention des maladies.

Le présent travail consiste évaluer 1’activité antioxydante In vitro des extraits eau-
acetonique et méthanolique des pétales de la plante médicinale Crocus sativus de la famille
des Iridaceae, qui a été récoltée au mois de septembre 2021 a la willaya de Tlemcen,
commune de Ahfir. Pour cela, nous avons choisi deux méthodes : réduction du fer FRAP et
piégeage du radical libre DPPH.

Le test de réduction du fer FRAP a montré que I’extrait eau-acétonique présente une
activité supérieure avec (ECso =2,18 mg/ml), suivie par celle de 1’extrait méthanolique avec
(ECs0 = 5,68 mg/ml).

Et concernant le test de piégeage du radical libre DPPH, les deux extraits expérimentés
possedent un pouvoir réducteur avec un potentiel variable d’un extrait a 1’autre. L’extrait eau-
acétonique possede le pouvoir le plus élevé avec (ICso =0,39 mg/ml). Cependant, 1’extrait
méthanolique présente un pouvoir faible avec (1Csp =0,54 mg/ml).

Ces résultats suggerent que Crocus sativus est une plante qui exerce un effet antioxydant

important au niveau de ses pétales.

Mots clés: Crocus sativus, Activité antioxydante, FRAP, ECsy, DPPH, ICs.



Abstract

Medicinal plants are the first source of therapeutic substances and play a key role in
the treatment and prevention of diseases.

The present work consists in evaluating the in vitro antioxidant activity of the water-acetone
and methanolic extracts of the petals of the medicinal plant Crocussativus of the Iridaceae
family, which was harvested in September 2021 in the willaya of Tlemcen, commune of
Ahfir. For this, we have chosen two methods: fer reduction FRAP and scavenging of the free
radical DPPH.

The FRAP fer reduction test showed that the water-acetone extract has a higher
activity with (ECso = 2.18 mg/ml), followed by that of the methanolic extract with (ECso
=5.68 mg/ml).

Concerning the DPPH free radical scavenging test, the two extracts tested have a
reducing power with a variable potential from one extract to another. The water-acetone
extract has the highest potency with (1C5,=0.39 mg/ml). However, the methanolic extract has

a low potency with (1Cso =0.54 mg/ml).

These results suggest that Crocus sativus is a plant that exerts an important antioxidant effect

at the level of its petals.

Keywords:Crocus sativus, Antioxidant activity, FRAP, ECsy, DPPH, ICs.
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Introduction generale



Introduction générale

La médecine par les plantes remonte a 1’aube de I’humanité. Aux temps préhistoriques,
les chasseurs-cueilleurs ne se limitaient pas a consommer des plantes, ils les utilisaient
également pour se soigner (Mpondo et al., 2012). Par son effet doux et profond, la
phytothérapie apparait également comme une réponse idéale aux "maladies du siécle" qui
caractérisent notre société, comme le stress, le manque du sommeil ou la prise de poids
(Pelletan, 2019).

Les plantes médicinales fournissent une myriade de composants pharmaceutiquement
actifs, le pouvoir de guérison des plantes est di aux composés phytochimiques qu'elles
synthétisent et qui sont connus par leurs diverses activités biologiques notamment 1’activité

antioxydante (Small et Catling, 2000).

L'une des plantes médicinales utilisée est Crocus sativus, elle appartient a la famille des
Iridaceae. Ce sont des plantes herbacées et vivaces monocotylédones, originaires de la région
méditerranéenne. Elle est cultivée pour ses fleurs dont les stigmates séchés produisent une

épice appelée safran (Aghhavani-Shajari et al., 2021).

L’épice précieuse suit le cours de I’or, c’est la plus chére au monde. Son cofit de revient

¢levé n’est pas uniquement di a sa raret¢ mais a la cherté de la main d’ceuvre.

L’objectif de notre travail est d’étudier 1’activité antioxydante des extraits du C.
sativus par la préparation de deux extraits, eau acétone et méthanolique a partir des pétales et

tester leurs effets sur la réduction du fer (FRAP) et le piégeage du radical DPPH.

La partie expérimentale est réalisée au sein des laboratoires de biochimie de la faculté
SNV-STU, université de Tlemcen.

Ce travail est subdivisé en deux parties essentielles. La premiére partie comprend deux
chapitres dont le premier est consacré a une recherche bibliographique sur la plante étudié et
sur les métabolites secondaires et le deuxieme donne un apercu général sur le stress oxydatif

et antioxydants ainsi que sur les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante.

La deuxieme partie expérimentale comprend un chapitre qui décrit le matériel et les

méthodes, utilisés dans ce travail et le deuxieme rapporte les résultats et une discussion.



Partie 1

Synthese bibliographique
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1. Les Plantes médicinales

1.1.Introduction

Pres de 80 % des personnes utilisent des plantes médicinales pour traiter diverses
maladies. Une plante est dite médicinale lorsqu'elle est inscrite a la Pharmacopée et que son
usage est purement médicinal. C'est-a-dire qu'ils sont présentés pour des propriétés
prophylactiques ou thérapeutiques de maladies humaines ou animales (Moreau, 2003).

Pendant des milliers d'années, les plantes medicinales ont été une source importante de
matieres médicinales. Les produits naturels issus des plantes, des micro-organismes et des
animaux ont joué un role trés important dans le traitement et la prévention des maladies
pendant pres de 200 ans, et continuent d'étre servie comme une source importante dans la
découverte de nouvelles molécules bioactives (Kinghorn et Balandrin, 1993; Paterson et
Anderson, 2005). Aujourd’hui, les plantes médicinales représentent encore la premiére

source de substances thérapeutiques dans les pays en voie de développement (OMS, 2014).

L’utilisation de ces plantes médicinales est une pratique ancestrale qui occupe une place
centrale au niveau de la santé mondiale (Togola et al., 2019). C’est ce qu’on appelle la
phytothérapie. Leur effet vient de leurs composés : métabolites primaires et secondaires, et
sans doute de la synergie entre les différents composés existants (Reguieg, 2011). La
phytothérapie vient du grec et signifie « soigner par les plantes », elle peut utiliser tous les
parties de la plantes : les feuilles, les fleurs, les racines ou la plante entiere. Elle peut se définir
comme étant une allopathique a prévenir et a traiter certains troubles et/ou certains états

pathologiques au moyen de plantes consommeées ou utilisées en voie externe (Wichtl et

Anton, 2003). Ainsi, il est possible d'avoir une action thérapeutique spécifique a chacun

des organes du corps, d’une fagon précise et pour chaque plante utilisée (Boggia, 2015).
1.2.Les composants des plantes médicinales

Les plantes sont essentielles a la survie humaine dans différents écosystémes. lls
contiennent la plupart des composés impliqués dans toute réaction biochimique ou
enzymatique et Peuvent étre subdivisés en deux groupes de métabolites : métabolites

primaires et secondaires (Hartman, 2007).
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1.2.1. Meétabolites primaires :

Les métabolites primaires sont des produits dérivé directement des photos assimilats,
qui intervient a la structure de la cellule végétale ainsi qu’a son fonctionnement de base
(Hopkins, 2003), ce sont des molécules organiques présentes dans toutes les cellules du corps
végétal, elles participent aux mécanismes nécessaires a la vie des plantes tels que la

croissance, le développement et la reproduction (Delecolle, 2017).

IIs sont principalement produits par le métabolisme oxydatif et la photosynthese
(Morot — Gaudry et al., 2017). Ces composés sont classés en gquatre groupes principaux : les

oses, les protéines, les lipides et les acides nucléiques.
e Lesglucides:

Sont des polyalcools porteurs d'une fonction aldéhyde ou cétone. Ils sont synthétisés
lors de la photosynthése a partir du dioxyde de carbone, de I’cau et de la lumiére. lls
participent a la structure de l'organisme en tant qu'élément de soutien. Les glucides se
présentent également sous la forme de polymeres qui agissent comme réserves

d'énergie, comme I'amidon (Bruneton, 2009).
e Lesacides aminés :

Représente une source majeure pour la construction des protéines (Deramchia, 2018).
Ces protéines jouent un réle important dans la défense des plantes contre les influences
extérieures et les facteurs environnementaux (telle que la sécheresse) (Ellis et al., 2010).

e Leslipides:

Ce sont des molécules organiques insolubles dans 1’eau et dans les solvants organiques

non polaires tels que le benzene, le chloroforme, éther... .

Ils se caractérisent par la présence dans la molécule d'au moins un acide gras ou une
chaine grasse (Touitou, 2005). Ils jouent un rble essentiel en tant que composant des

membranes (Delecolle, 2017).
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1.2.2. Métabolites secondaires

Outre les principaux métabolites glucidiques classiques, les protéines, les lipides et les
acides nucléiques, les plantes possédent également ce qu’on appelle des « métabolites
secondaires » (Krief, 2003). Ce sont des composés chimiques synthétisés par les autotrophes
et qui possédent un rdle nécessaires dont la défense contre les agents extérieurs (Havsteen,
2002 ; Adom et al., 2003).

Cependant, depuis plusieurs années ces substances sont encore connues comme des
phytoprotecteurs ou encore principes actifs. Elles ont des effets positifs sur la santé et font
I'objet de nombreuses études scientifiques (Bruneton, 1999). Elles interviennent dans
I'adaptation des plantes a I'environnement, dans la régulation de la symbiose et a d'autres
interactions plante-animal, a la tolérance des végétaux aux divers stress biotiques
(symbiose, photogene, blessures) ou abiotiques (lumiére, rayonnements ultraviolets, basse
température, carences) et pour attirer les agents responsables de la pollinisation. Elles peuvent
étre des anti-nutriments et nombreux sont toxiques (Boubakri, 2014 ; Mansour, 2015). Ces

différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des composés secondaires.

Ces composés marquent de maniere originale, un genre, une famille ou une espéce de
plantes et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Pereira, 2003). On les
retrouve dans toutes les parties des plantes (feuille, racine, bourgeon, écorce) (Verpoote,
1998).

1.3.Classification des métabolites secondaires

Chacune de ces classes possede des propriétés biologiques différentes
d'antioxydant, antibactérien, anti-inflammatoire, anticancéreux, etc... (Epifano et al., 2007).
Mais ils se répartissent differemment selon leurs roles (Figure 1) (Deramchia, 2018). Et
selon leur structure, il en existe trois classes : les composés phénoliques, les composes azotés

(alcaloides) et les composes terpéniques.
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[ Meétabolite secondaire ]

Les composés Les composés Les alcaloides et
terpéniques phénoliques composés azoteés
Mono ;
. Morphine
terpénes \ .
Tanins Lignanes et Flavonoides Phénols colchicine
Deux isoflavanes simples acides l'atropine
1S0prenes phénoliques 1a caféine
. J
Trois
150prénes

Figure 1 : Classification des métabolites secondaires (Krief, 2003).

1.3.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont considérés comme des métabolites
secondaires les plus copieux et les plus répandus chez les végétaux. L’élément structural
décisif qui les distingue est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones, 1ui-
méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) libre ou engagé dans une

autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Figure 2) (Balasundram, 2006).

OH

Figure 2: Structure du noyau phenol (Herzi, 2013)

Ces composés phénoliques ont des activités antioxydantes, antimicrobiennes,
antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Hoffmann, 2003). Ils assurent également
la santé humaine, protege contre certaines pathologies impliquant un stress oxydatif, telles
que les cancers et les maladies cardiovasculaires et neurodégenératives (Sun et al., 2011), Ces

activités sont accordés en partie a I’aptitude de ces polyphénols a réduire les radicaux
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libres, tels que les radicaux hydroxyles (*OH) et les superoxydes (¢O2 —) et leur affinité pour

une grande variation de protéines dont certains sont des enzymes et des récepteurs.

Ce principe a été exploité pour créer une variété de médicaments, a titre d'exemple le
Daflon (Kenny et al., 2007).

Tableau 1: Les différentes classes des composés phénoliques(Daayf et Lattanzid, 2008).

COMPOSES PHENOLIQUES
i‘:ﬂrﬁc Classe Exemple Formule Origine
—
Ca Phénols simples Hydroquinone ”U—fw‘}—m Busserok
cect  pads o o N—{  Epices, fraises
by drox vhenzofque LH
Acides Acide m—{@-—“ ?  Tomaes. ail
hv droxvoinnamigues — p-COMMigquUe - '
C6-C3
Coumarnines Ombelliférons m Carottes, conandre
H 0 0
g
e
Ce-C4 Maphtogquinones Tuglone |:F_ Moix
o g
b
Co-C2-Cé  Stilbénoides Trans-resvérutrol Tﬁ"" Raisin
j-.“r.l:ll
(£ & l!
Flavonoides Kaempférol "T“T f - Fraises
Lre
C6.CLO6 lsoflavonoides Daidzéine R e, Graines de soja
) .-'.-L‘\,-'h
Anthocvanes Dilphinidal = T fotwtor Raisin Cabermet-Sauvignon
-\_1;.- i
D Omi
(C6C¥,  Lignancs Entérodial o 0+~  Bactries intestinales

Il existe de nombreuses classes de ces composés : acides phénoliques, flavonoides,
coumarines et tanins. Ces structures peuvent également étre acylées, glycosylées, ce qui
donne une grande variété de structures. D’un point de vue biosynthése, les composés
phenoliques peuvent étre engendrés par deux voies metaboliques : la voie du shikimate, la
plus courante, qui conduit entre autre a la formation des acides phénoliques, des flavonoides
et des lignanes; et la voie des polyacétates qui est a 1’origine de composés polycycliques tels

que les coumarines, les xanthones et les quinones (Bruneton, 2009).
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La voie du shikimate est la voie principale pour la biosynthése des acides aminés
aromatiques:phénylalanine, tyrosine et tryptophane utilisés comme initiateur des
flavonoides, acides phénoliques, alcaloides ... (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011).

La glycolyse et la B-oxydation aboutir & la formation d'acétyl-CoA qui a son tour
produit du malonate et la condensation répétée d'unités « d’acétate » produit la cyclisation de
la chaine polycétonique et la production de composés phénoliques (Figure 3) (Akroum,
2010).

A l'échelle cellulaire, ces molécules sont stockées dans des vacuoles cytoplasmiques

mais seulement dans les cellules périphériques des épidermes de la plante.

CcO. H.O

Photosynthesis

+

Erythrose-4- -t Glucose

phosphate
Shikimate Phosphoenolpyruvate
Shikimates Pyruvate

l

AcCoA —® Polyacetates

Flavonoids

Cynnamates

Anthocyanins

Tannins

etc Krebs cycle

Phenols
Quinones
Lipids
Fatty acids
etc

Figure 3: Les deux voies principales de production de composés phénoliques dans les
plantes(Visioli et al., 2000).

Les polyphénols regroupent différentes classes de molécules principalement les acides

phénoliques, les flavonoides, les coumarines, les quinones et les tanins.
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1.3.1.1. Les acides phenoliques

Ces composés sont mondialement rencontrés chez les végétaux. Deux sous-groupes
peuvent étre distingués (Figure4) (Bruneton, 2009), Les acides hydroxybenzoiques et les
Acides hydroxycinnamiques.

Les acides hydroxybenzoiques sont des composes qui répondent & une représentation
structurale de type (C 6 -C 1), dont les plus répandus sont I’acide salicylique et I’acide
gallique, par contre les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides
hydroxybenzoiques (Pandey et Rizvi, 2009). lls répondent a une représentation structurale de
type (C 6 -C 3), dont les plus abondants sont les acides caféique et coumarique. lls sont a
I’origine des voies de biosynthése de nombreuses substances telles que les lignines, les

flavonoides et les stilbénes.

R
Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R1=R4=H, R2=0CH;, R3=0OH Acide vanillique R1=R3=H R2=0OH Acide p-coumarique
R1=HR2=R3=R4=0H Acide gallique R1=R2=0OH, R3=H Acide caféique
R1=0H, R2=R3=R4=H Acide salicylique R1=0CH;. R2=0H, R3=H Acide férulique

Figure 4 : Structure des acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques
(Pandey et Rizvi, 2009).

1.3.1.2. Les Coumarines

Ce sont des lactones de I'acide 2-hydroxy-Z-cinnamique (C 6 -C 3). La coumarine est
une substance phénolique synthétique, fusion des cycles benzéne et a-pyrone (Figure 5)
(O'Kennedy et Thomes, 1997). La coumarine libre est soluble dans l'alcool et solvants
organiques ou chlorés, tandis que les formes hétérosides sont plus ou moins solubles dans
I'eau (Bruneton, 1999). Possede des activités anti thrombotiques, anti-inflammatoires et

vasodilatatrices (Cowan, 1999).

Selon leurs structures, ils peuvent étre divises en coumarines simples avec des

substituants sur le cycle benzénique, furocoumarines, Pyranocoumarines,(Ameziane,

10
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2016).Outre les algues, ces composés sont des composants caractéristiques du regne végétal
chlorophyllien. Les familles les plus riches en coumarines sont : Fabaceae, Rutaceae,
Apiécées etThymelaeaceae . (Booth et al., 2004).

R6 5 4
NS
R7 0 X0
RS

Figure 5: Structure de base de coumarine (lgor, 2002)

1.3.1.3. Flavonoides

Les flavonoides sont les composés phénoliques végétaux les plus répandus et les plus
courants (Koes etal., 2005). Spécifient la couche externe de I'écorce des organes, et sont
considérés comme les pigments responsables de la coloration jaune, orange et rouge de

différents organes végétaux (Havsteen, 2002).

IIs ont une structure benzo-y-pyrone. La chaine principale a 15 atomes de carbone est
constituée de deux cycles benzéniques A et B liés par un cycle pyrane hétérocyclique (cycle
C) pour former un cycle flavane C6-C3-C6 (Figure 6)(Petrussa et al., 2013). Le cycle B et
le pont carboné forment une unité phénylpropane, synthétisée a partir de la phénylalanine
issue de la voie shikimate, et le cycle A est issu de la condensation de 3 unités acétate via
I'acide malonique (Crozier, 2003). Les flavonoides apparaissent sous forme aglycone, de

glycosides et de dérivés méthylés (L.i et al., 2018).

OH

HO

)

OH

0

OH
OH

Figure 6: Squelette de base des flavonoides (Chira et al., 2008).

11
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Les différentes classes de flavonoides se distinguent par le degré d'oxydation du noyau
central (qui peut étre ouvert ou fermé), le nombre de substituants (groupes hydroxyles
libres, méthylés ou glycosyleés) sur les deux cycles aromatiques, localisation et propriétés de A
et B et cycle centrale C(Figure 7) (Harborne, 1988) :

e Les flavones et les flavonols ;

e Flavonones, flavanols et dihydroflavanols.

. 0
"] Fi
r’;“' o) avone ”5'?\(3 |
o
S .
%jw/\OH - o ﬂ
o \ o -
Flavonol _ "’UT‘I / Isoflavone
.\N_,O,_‘2 2 5
|

5 4 \
ol g
9 SUN
+ -
[_ | Jr Py
H':‘;_-:}_/“-. P ‘-_OH

Y [\J Flavan-3-ol
e | -
Anthocyanidin ;:R“j
O

Flavanone

Figure 7: Principales classes de flavonoides (HALLGAS et al., 2004).

Les flavonoides présentent de multiples activités biologiques, y compris l'activité la
mieux décrite sont leur activité antioxydante (Bors et al., 1997).Ce sont de puissants
antiradicalaires par leur capacité de piégeage Radicaux libres : radical hydroxyle OH-, anion

superoxyde O2°- et radical peroxy lipidique, réagissent comme suit :

> Flavonoides (OH) +R"— flavonoides (O") +RH

12
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Les flavonoides agissent sur les vaisseaux sanguins sous forme active de vitamine P
(Beretz et Cazenave, 1991). lls sont connus pour étre synthétisés par les plantes en réponse a
des infections microbiennes (Dixon et al., 1983), Les flavonoides contribuent
significativement a la digestion, réduisent les risques cardiovasculaires du fait qu’ils agissent
comme des poubelles a radicaux libres en prévenant et en arrangeant les dommages causés
par les EOR (Mpondo et al., 2012). Leur activité et leurs propriétés chimiques (délocalisation
des électrons, piégeage des ROS, liaisons hydrogéne intramoléculaires et intermoléculaires)
dépendent de leur structure, de leur degré dhydroxylation, d'autres substitution et

conjugaison, et degré de polymérisation (L.i et al., 2018).
1.3.1.4. Quinones

Les quinones sont des cycles aromatiques avec deux substitutions de cétone. Ces
composes pigmentés sont responsables de la réaction de brunissement des fruits et Iégumes
coupés ou abimés. En plus de fournir une source stable de radicaux libres, les quinones sont
connues pour former un complexe irréversible avec les nucléophiles d'acides aminés dans les
protéines. Par conséquent, les quinones inactivent les protéines et altérent leur fonction (Arif
et al, 2009).0n distingue 4 groupes : benzoquinone, naphtoquinone, anthraquinone et isopréne

quinone.

1.3.1.5. Tanins

Le tanin est un mot utilisé dans la littérature scientifique pour décrire le processus de
conversion des peaux brutes ou des peaux d'animaux en cuir durable(Shahat et Marzouk,
2013).

Ce sont des molécules de poids moléculaire élevé et hautement hydroxylées qui forment
des complexes insolubles lorsqu'elles sont combinées avec des glucides, des protéines et des
enzymes digestives. Les tanins sont divisés en deux catégories selon leur structure et leurs
propriétés, les tanins hydrolysés et les tanins condensés (Figure 8) (Macheix et
al., 2005).

13
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Figure 8: Structure de tanin hydrolysable (a) et tanin condensé (b) (Vermerris etal., 2006).

1.3.2. Les composes azotés (alcaloides)

Les premiers produits naturels isolés a partir de plantes médicinales étaient des
alcaloides. Ce sont des substances organiques azotées plus ou moins basiques qui forment un
groupe tres important (Iserin, 2001). La plupart des alcaloides connus, environ 12 000, ont
été exploités en tant que médicaments, des stimulants, des narcotiques, et des poisons. Ils sont
stockés au niveau des vacuoles soit sous forme de sels (citrates, malate, tartrates...) ou sous

formes de combinaison avec les tanins.
Les alcaloides sont divisés en trois classes (Bruneton, 1999).

% Alcaloides vrais : sont bio synthétiquement formés a partir d’un acide aminé et

comporte un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique,

% Pseudo-alcaloides : ils représentent généralement toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés. Ex: alcaloides

terpéniques et alcaloides stéroidiques.

D
L4

Proto-alcaloides : sont des amines simples dont les azotes ne sont pas inclus dans le systeme
hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont produits in vivo a partir d'acides aminés

(Bruneton, 1999). ex: sérotonine, mescaline.

1.3.3. Les terpénoides et stéroides

Les terpeniques sont également présentes dans de nombreux composés impliqués dans
le métabolisme primaire, tels que les hormones et les vitamines. En fonction du nombre

d'unités isoprénes qui les composent, on distingue : les terpénes ou monoterpénes en C10, les

14
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sesquiterpenes en C15, les diterpenes en C20, les triterpénes en C30 et les tétraterpenes en
C40 (Figure 9) (Guignard, 1996 ; Cowan, 1999). Les stéroides sont dérivés de triterpénes

tétracycliques et ont un squelette de pentahydrophénanthréne cyclique.

Un certain nombre de stéroides végétaux possedent une activité pharmacologique
intéressante. Il s'agit notamment des glycosides digitaliques (cardénolides) de la digitale

Digitalis lanata. Ceux-ci sont utilisés dans le traitement de l'insuffisance cardiaque.

CH,

/C\ /CHZ

H,C C ISOPRENE

H

CARBON ATOMS  CHEMICAL STRUCTURE
CLASSIFICATION lisoprene.Unifis)

Hemiterpenes 5(1) J\?
Z

Monoterpenes 10 (2) INZ

Sesquiterpenes 15(3) W

Diterpenes 20 (4) W

Sesterterpenes 25 (5) MWWW

Triterpenes 30 (6) M\MM

Sesquaterpenes 35(7) MMWW
Tetraterpenes 40 (8) &W\M\Ww

Figure 9 : Classification des Terpénes (Cowan, 1999).

2. Crocus sativus. L
2.1.Généralité sur le genre Crocus

Le nom de ce genre viendrait du grec "krokos" (safran), "krokos™ signifiant également

"poil, filament" et faisant allusion a I'aspect des stigmates des fleurs de ces plantes.

Le genre Crocus fait partie des Crocoideae, qui est la plus grande des quatre sous-

familles actuellement connues de la famille des Iridaceae (Busconi et al., 2015).
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Crocus L. est un genre de geophytes vivaces de la famille des Iridacées. ce genre était
initialement considéré comme contenant environ 90 petites espéces (Petersen et al., 2008),
des études moléculaires, morphologiques et caryologiques entreprises ces derniéres années
(Kerndorff et al., 2013 ; Schneider et al., 2012) ont montré que le nombre d'especes de

Crocus est vraisemblablement supérieur a 160 (Harpke et al., 2015).

Il existe de nombreuses couleurs, les plus courantes étant le violet, le jaune et le blanc.
Il existe également des variétés bicolores. Les feuilles sont simples, filamenteuses, vert foncé
et ont souvent des veines plus claires au milieu. Crocus est un genre de plantes composé de
plantes bulbeuses qui fleurissent a partir de la fin de I'hiver, et certaines espéces fleurissent
méme a l'automne. Jaunes, blanches ou violettes, les fleurs de ces plantes sont décorées dans

une variété de formes et de nuances (Peruzzi et Carta, 2011).

Crocus est largement répandu en Europe centrale et méridionale (péninsule balkanique),
en Afrique du Nord (le Maroc) et en Asie (I'Iran, I'Inde, la Gréce, 1’ Afghanistan) (Kerndorff
etal., 2012).

La plupart des Crocus présents dans nos jardins et jardinieres sont dérivés des especes
Crocus chrysanthus, Crocustommasinianus, Crocussiberi aussi bien que Crocusvernus et ont

avant tout une fonction esthétique.

Les especes de ce genre sont adaptées aux conditions ensoleillées et peuvent étre
cultivées a I'extérieur dans des zones douces ou la température n'est pas inférieure a 10° C ou

dans des serres ou des jardins de fenétres (Petersen et al., 2008).
2.2.Les différentes espéces Crocus

Les Crocus mesurent entre 5 et 15 cm de long et présentent une fleur dressée en forme
d'entonnoir qui atteint une hauteur de 5 cm. Les Crocus de printemps ont trois étamines et les

Crocus d'automne en ont Six.
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Tableau 2: Les différentes especes de Crocus a floraison hivernale et automnal

(Lazérat., 2009)

C'est une plante avec trois
a cinq feuilles étroites qui
Crocus malyi )

apparaissent avec  des
fleurs qui sont blanches de

gorge jaune.

Espéces a

floraison Une plante vivace de 5 a

. 20 cm de haut. Originaire
hivernale et Crocus vernus , .
) R de I'Europe orientale et
printaniere

centrale.

Trées rustique et peut
sadapter ~a  diverses

Crocus conditions  climatiques.
tommasinianus | Les fleurs sont étroites, en
forme d'entonnoir, avec de

longs tubes ; lilas a

pourpre ou violet.

Plante rustique aux fleurs
jaune orange ou Vvif.
Crocus flavus S
Originaire des Balkans

(Albanie, Grece).
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Les fleurs des Balkans et

Crocus o .
d'Asie Mineure sont jaunes

chrysanthus , .
avec des tépales a rayures

brunes a I'extérieur.

Le précurseur sauvage du
safran (Crocus sativus) est
Crocus cartwrightianus.

Crocus C’est une plante vivace
cartwrightianus | cormes, atteignant jusqu'a
10 cm, les fleurs ont des
nuances de lilas ou blanc,

avec des veines violettes et

promimenti stigmas rouge.

Espéces a A :
P L'espece est hermaphrodite

floraison (3 des organes males et
Automnale femelles) pollinisée par les

Crocus cancellatus | abeilles, les papillons.

C'est une plante herbacée
vivace qui se développe a
partir de bulbes et mesure
de 10 & 25 cm de haut. La
Crocus sativus fleur de safran de couleur
violette ou lilas en forme de

coupe.
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Elle porte une seule fleur
sous forme de gobelet ou
tube, de lilas péle a rose
Crocus goulimyi | lilas. Les fleurs et les

feuilles apparaissent en

méme temps.

2.3.Description botanique de Crocus sativus. L

2.3.1. Origines et légendes

L'histoire du safran, a la fois cultivée et utilisée, remonte a plus de 3 500 ans et s'étend
sur plusieurs sociétés, continents et civilisations. C'est I'épice la plus chére du monde connue
sous le nom de “Or Rouge” (Fernandez et al., 2004) car les principales techniques de gestion
tels que la plantation, I'entretien et la récolte des fleurs sont réalisées a la main. L'origine du
safran est un mystére. Il est probablement né quelque part entre la Turquie et I'Inde, puis s'est
répandu dans le bassin oriental de la Méditerranée. Le safran provient en fait d'un ancétre
sauvage d'origine grecque : Crocus cartwrightianus, une plante diploide qui a été croisée pour

produire une forme mutante : Crocussativus, une espece triploide stérile apparue en Créte.

Dans la culture gréco-romaine (du Vllle au llle siecle av. J.-C.), des fresques situées
pres des cotes de la Gréce antique attestent de la culture du safran vers 1600 av. Dans le palais
de Knossos en Creéte et les ruines d'Akrotiri a Santorin, des fresques rappellent la collection de
safran (Figure 10) (Delaveau, 2006).
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Figure 10: Les fresques de Xeste 3 (datées de 1600-1500 av. J.-C) retrouveées sur l'ile

grecque de Santorin (Delaveau, 2006).

Selon la mythologie romaine, des I'Egypte ptolémaique, Cléopatre utilisait le safran
pour ses propriétés embellissantes, aphrodisiaques et colorantes. Elle met au point la premiere
véritable eau de toilette, appelée « kyphi » qui deviendra plus tard l'encens sacré des
Egyptiens. Il  était également utilisé pour colorer les linceuls des momies
(Carmona et al., 2006).

Dans la culture perse, dans I'actuel Irak, des peintures préhistoriques réalisées a partir de
pigments safran il y a 50 000 ans ont été retrouvees. L'Europe occidentale a commencé a
cultiver le safran au 1Xe siecle, ce sont en effet les Arabes qui I'ont amené en Afrique du
Nord, puis la civilisation maure qui I'a propagé a I'Espagne musulmane. L'introduction du
safran en France est postérieure a la culture espagnole, mais aussi aux apports des Croisés lors
de leur retour d'Asie Mineure aux Xle-Xllle siécles.
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Figure 11: La culture ancienne du safran dans le Géatinais (Ursat, 2004).

Cette épice, qui traverse différentes époques et régions du monde, est aussi un
médicament au sens meédicinal, c'est-a-dire qu'une partie de cette plante est utilisée pour ses
propriétés curatives (Figure 11) (Cardon, 2003; Funel, 1990).

2.3.2. Etymologie

Le mot safran vient du latin safranum, I'ancétre du portugais acafrao, de l'italien
safferano, et de I'espagnol azafran (Katzer, 2001), L’étymologie de ces mots « Crocus » et
« Safran » sont du Proche-Orient. Les autres termes signifiant safran dans les autres langues
sont : "szafran™ (polonais), "shafran™ (russe), "kesar" ou "zafran" (Inde), "safrany"” (hongrois),

"safrana"” (letton), "safranu™ (roumain).

Le mot "crocus" vient du grec krokus, signifie "ligne" et signifie le stigmate du safran.
Le mot "safran" vient de l'arabe "za'faran", signifiant "coloré de safran”, dérive lui-méme
d'asfar "jaune et asfar safra » fleurs jaunes (Crozet et al., 2012), tandis que le terme
« sativus », signifie « cultivé » car le crocus se reproduit végétativement et ne peut se

reproduire sans étre humain (Dupont, 2001).
2.3.3. Taxonomie

La classification taxonomique donnée par Crocus sativus pour distinguer les

angiospermes (Winter et Straubinger, 2000), qui sont des plantes de la famille des
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Iridacées, des Liliacées et des Crocus, comprenant plus de 80 petites plantes bulbeuses.

Crocus sativus est la seule espece de Crocus qui produit du safran (Srivastava et al., 2010).

Tableau 3: Taxonomie de la plante Crocus sativus.L (Srivastava et al., 2010).

Régne Végétale

Division Spermatophyte

Sous division Angiosperme(Magnoliophyta)
Classe Monocotylédone(Liliopsida
Sous classe Liliidae

Ordre Liliales

Famille Iridaceae

Sous famille Crocoideae

Genre Crocus

Espéce Crocus sativus

2.3.4. Morphologie de Crocus sativus. L

Le Crocus domestique (Crocussativus.L) est une plante terrestre vivace bulbeuse, de 10
a 30 cm de long, qui pousse a partir du sol, n'existe pas a I'état sauvage et nécessite des mains
humaines pour survivre (Chevalier, 1926).

Triploide et stérile, il se reproduit végétativement grace a son corme, orange de réserve
en forme de bulbe qui accumule le matériel de stockage nécessaire a la floraison et a la

germination (Arvy et Galouin, 2003), De forme presque ovale et de taille variables.
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pétales

pistils (3 stigmates)
bouton floral
feuilles

sparthe de la fleur
sparthe de feuille

étamine

fruit en capsule
bulbes ou corme

racines

Figure 12: Description de la plante C.sativus (Arvy M et Gallouin F, 2003).

Crocus Sativus de couleur parme a violette en forme de coupe aux feuilles longues et
fines allant de 5 a 11 par bourgeon, se développeront avec ou apres la fleur, de 6 tépales, 3
étamines jaunes de 22 mm de long et d’un pistil se divisant en 3 longs stigmates de couleur

rouge orangé 3 a 4 cm de long (Figure 12) (Crozet, 2012).
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Feuilles
vertes barrées de gris

3 pétales et

J sepales
forment les tépales

3 etamines

{parties males)

jaunes elles produisent
le pollen

Le stigmate ou safran

rouge, divisé en 3 brins, il termine le
pistil (partie femelle). Il est, dans la
nature, destiné a recevoir les grains
de pollen.

Figure 13: Description de la fleur de safran (Crozet, 2012).

Ces stigmates sont en forme de corne et tres étroits. Lorsque les fleurs sont ouvertes,
elles ont un aspect brillant avec des bases plus fines et des pointes plus larges. Ces styles,
également appelés tiges, relient le stigmate au reste de la plante (Figure 13) (Hill, 2004).

2.3.5. Répartition géographique

Le safran a été cultivé pour la premiére fois dans les provinces grecques il y a plus de 35
siécles. Il vient d'lIran, de Turquie et de Grece. , mais est maintenant également cultivé avec
succes dans des pays européens tels que I'Espagne, I'ltalie, la France et la Suisse, ainsi qu'au
Maroc, en Egypte, au Pakistan, en Inde, en Nouvelle-Zélande, en Australie et au Japon. Alors
que la production mondiale annuelle totale de safran est estimée a 190 tonnes, I'lran en
produit environ 90 % aux codts commerciaux (Figure 14) (Samarghandian et al., 2014).
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Principales régions productrices

4 % Principales nations productrices
Autres régions productrices
Autres nations productrices

Principaux centres marchands actuels

Principaux centres marchands historiques

Figure 14: Carte géographique montre les nations productrices de safran (France A, 2013).

2.3.6. Culture de safran

Bien que le safran soit une épice chére, il est en fait simple a cultiver et accessible a
tous. Ce qui lui donne une grande valeur, c'est la main-d'ceuvre requise. Le cycle végétatif du
safran est I'hiver. 1l se réveille fin aoQt, début septembre et fleurit en octobre/novembre. Les

feuilles se desséchent en avril/mai.

Ils peuvent étre plantés de juin a mi-aodt, plus ils sont plantés tot, plus le désherbage
manuel est nécessaire. Les bulbes préferent un sol drainé, de type argilo-calcaire ou
limoneux, riche en matiére organique et pauvre en minéraux a pH 6 a 8 (Mollina et al., 2005).
Le safran a besoin de soleil a l'automne pour fleurir. La taille consiste a récolter les 3

stigmates rouges de la fleur, on laisse les étamines et les pétales jaunes.

Le safran est une plante des pays tempérés (climats méditerranéens et steppiques). Par
conséquent, il est peu probable qu'il soit cultivé dans les pays tropicaux, sauf dans les zones
montagneuses a faible humidité. En revanche, sa culture fleurira sans aucun doute dans toute
I'Afrique du Nord (Figure 15) (Chevalier, 1926).
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Figure 15: Cycle annuel du Crocus sativus L (Lopez, 1989).

2.4.Composition chimique de Crocus Sativus L

La composition du safran est tres complexe : il contient plus de 150 composés volatils et
aromatiques. Le safran contient également plusieurs composés non volatils (Abdullaev,
2002), principalement des caroténoides. Ces composés ont été identifiés par HPLC (High
Performance Liquid Chromatography).

Des données moyennes de I’analyse chimique du safran sont indiquées ci-dessous :

e Eau(9a14%);

e Cellulose (4a7%) ;

e Polypeptides (11 a 13 %) ; Lipides (3 a 8 %) : campestérol, stigmastérol et -
sitostérol ;

e Matieres minerales (1 a 1.5 %) ;

e Vitamines : B2 ou riboflavine (56,4 a 138 pg/g) et B1 ou thiamine (4,0 a 0,9 ug/g) ;

e Composants non azotés (40%) ;

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

e Caroténoides : a, B, et y-crocétine, crocine (10%), picrocrocine (4%), a et B-caroténe;

e lycopéne, phytoene et zéaxanthine ;

e Huiles essentielles (0,3 & 2,0%) : ou domine le safranal (60%).
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Les principaux métabolites secondaires du safran sont : la crocine, responsable de la
couleur rouge-jaune, la picrocrocine responsable de la saveur du safran, le safranal, principal

composé volatil, responsable de 1'odeur et de I’arome (Guellil et al., 2017).
> Lacrocine (Cyg Hes O2)

La crocine et la crocétine sont deux pigments caroténoides qui donnent a I’épice la
couleur jaune-orangée (Palomares, 2015), rares dans la nature et facilement solubles dans
I'eau. Comparée a d'autres caroténoides, la crocine est plus largement utilisée comme colorant
dans les aliments et les médicaments, principalement en raison de sa grande solubilité (Azami
etal., 2021).

> La picrocrocine (Cy6 Hzs O7)

C'est le principal facteur affectant I'amertume du safran, qui peut étre cristallisé par
hydrolyse (Mzabri et al., 2019).

> Lesafranal (Cyo Hi4 O)

C'est un composé volatil qui produit I'ardme et I'odeur caractéristique du safran et est
rarement ou absent dans les stigmates frais, et sa concentration dépend des conditions de

séchage et de stockage du safran.
> Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels jaunes et orange qui proviennent des
plantes. Leur synthése a lieu dans les organites subcellulaires (plastes) des plantes par des
réactions enzymatiques. Ce sont des composés de polyisopréne qui sont structurellement
caractérises par la présence de doubles liaisons conjuguées, qui affectent leurs propriétés
physiques, chimiques et biophysiques. Les principaux caroténoides présents dans le
safran, tels que la crocétine et la crocine, sont en fait dérivés du métabolisme de la

zéaxanthine (Figure 16) (Palomares, 2015).
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Figure 16: Principaux constituants du Safran (Khorasany et Hosseinzadeh, 2016).

2.5.Utilisation de Crocus sativus

2.5.1. Utilisation thérapeutiques

Le safran a une odeur ameére de foin et un godt Iégerement métallique et a été utilisé
comme condiment, parfum, teinture et médicament. Diverses études pharmacologiques ont été
décrites : le safran et ses constituants (Crocin, picrocrocine et safranal) ont montré différentes
propriétés bénéfiques dont : sédation nerveuse, stomachique, antispasmodique, diaphorétique,
ménorragie, stimulant, antispasmodique Oxydant, anti-cancérigene, antidote, antidépresseur,
anxiolytique, a des effets aphrodisiaques, analgésiques, anti-ischémiques et

anti-inflammatoires (Rahimi, 2015 ).

% Anti-carcinogéne : la diméthyl-crocétine présente dans le safran empéche certains
protéines et des enzymes connues qu’ils ont un rdle dans la prolifération de différentes
types des cellules cancéreuses (Crozet, 2012). L'extrait de safran est
cytotoxique, possede des propriétés antioxydantes qui inhibe la croissance des cellules

tumorales in vivo et in vitro (Pannikar et al., 1991).
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Activité antioxydant : Les extraits méthanoliques, en particulier du safran,
neutralisent d’une manicre ¢levée les radicaux DPPH (nomenclature IUPAC : 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle). Ceci est di au don au DPPH de protons par les agents
actifs du safran, le safranal et la crocine (Ben Mostefa, 2017). Le safran est riche en

vitamine B2 et provitamine A, qui ont une activité antioxydante plus élevee.

Anti-inflammatoire et analgésique : Il a soigné les otites, les douleurs dentaires, la
goutte, les gonflements, les douleurs anales .Les effets inhibiteurs du safran ont été
attribués en partie aux propriétés anti-inflammatoires de la crocine, car il inhibe

diverses cytokines et enzymes inflammatoires (Bathaie et al., 2013).

Anti-Alzheimer : Le safran empéche I'accumulation et le dépdt de peptides béta-
amyloides dans le cerveau humain et peut donc étre efficace contre la maladie
d'Alzheimer (Akhondzadeh S et al., 2013).

Amélioration des troubles de vision et la pression sanguine : Le safran est actif sur
les fonctions sanguines et rétiniennes. Les résultats de plusieurs études suggérent qu'il
peut étre utilisé dans le traitement des maladies du sang et des yeux telles que la

rétinopathie et la dégénérescence de la macula (Abdullaev, 2001).

Anti-gastrique : Le safran, crocine et safranal, de par leurs propriétés antioxydants,
réduisent les formations d’ulcére en prévenant les dommages au niveau de la
mugqueuse gastrique causés par I’indométacine, en augmentant le niveau de glutathion

et en prévenant I’oxydation lipidique (Kianbakht et mozaffari, 2009).

Protection du systeme cardio-vasculaire : Le safranal protége les cellules cardiaques
par ’augmentant de la défense antioxydant dans le cas d’endommagements di a

I’ischémie/ reperfusion ou de I’isoprotérénol, (Hosseinzadeh et al., 2013).

Antidépresseurs : Le safran a des effets antidépresseurs par des propriétés

antioxydants, anti-inflammatoires et neuroprotectrices (Lopresti, 2014).

Amélioration du métabolisme glycolipide : Les caroténoides sont capables d’avoir
une action hypolipémiante, et de contrecarrer le développement d’une
hyperinsulinémie en normalisant les parameétres du bilan lipidique et I’hypertension

(Crozet, 2012).
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2.5.2. Autre utilisation

Le safran comme teinture : Teinture et couleur des vétements. Le safran a été utilisé
comme colorant  histologique, c'est-a-dire  comme  colorant tissulaire
(Srivastava et al., 2010).

Le safran comme parfum : Un composé aromatique agréable, le safranal, est produit
lors du séchage, éventuellement par dissociation enzymatique ou thermique du
composé amer picrocrocine (Srivastava et al., 2010).

Safran comme épice : il fonctionne comme une épice, ajoutant son ardbme léger et
délicat, sa saveur agréable et sa couleur jaune brillante pour améliorer la palatabilité

(Srivastava et al., 2010).
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Chapitre 11 Stress Oxydatif

1. Le stress oxydant

1.1.Définition

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activée (EOA) ou les especes radicalaires de 1’azote (ERN) connues sous le nom des oxydants
et les défenses antioxydants de 1I’organisme (Laplace et al.,2005 ; Atamer et al.,2008). C’est-
a-dire un déséquilibre entre les systemes pro-oxydant et antioxydant endogene (Thomas,
2016). Conduisant a une perturbation de la signalisation et a des dommages moléculaires
(Sies, 2015).

Le stress oxydant constitue un terrain favorable au développement de diverses
pathologies (Defraigne et pincemail, 2008), et représente le facteur déclenchant d’une variété
de maladies graves, notamment celles liées au vieillissement comme le cancer, les
pathologies oculaires, les maladies neurodégénératives (ataxie, athérosclérose, la maladie
d’Alzheimer) (Favier, 2006).

De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant :
mutation, carcinogenese, malformation des feetus, dépot de protéines anormales, fibrose,

formation d'auto-anticorps, dép6t de lipides oxydés, et immunosuppression (Favier, 2003).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,

Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO /
Caroténoides // :

' OXYDANTS

0,%>, OH°, 0,, H,0,
°NO, ONOO-
HOCL
LOO®, LOOH

Figure 17 : Déséquilibre antioxydant /oxydant (Morena et al., 2002).
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1.2.Les radicaux libres

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des dommages
cellulaires dans I’organisme par la formation des espéces chimiques appelant les radicaux

libres (Chiha, 2016).

On appelle un radical libre, tout atome ou groupe d’atomes possédant un électron non
apparié¢ "célibataire” sur son orbitale externe, qui lui confére une réactivité important au sein
des tissus et le rend instable. Ce radical porte une charge électrique négative et va chercher a
se stabiliser en captant un électron a partir d’autres espeéces chimiques voisines telle qu’une

protéine, un lipide ou un élément de I’ADN (Matou, 2019).

La production des RL peut étre d’origine endogene issue principalement du complexe
enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire et de I’enzyme NADPH oxydase, ou
d’origine exogeéne (irradiation UV, gamma, médicaments, polluants, xénobiotiques, toXines,

...) (Matou, 2019).

On peut distinguer les radicaux primaires qui dérivent soit de 1'oxygéne ou de ’azote
par des réductions avec un électron (Yoshikawa, 2000) comme~” le radical hydroxyle OH',
I’anion superoxyde O, le monoxyde d’azote NO'et les radicaux secondaires, issus de la
réaction des radicaux primaires avec autres biomolécules cellulaire (lipides, protéines ou
glucides...) tels que les radicaux peroxydes RO, et les hydroperoxydes RO,H. L’ensemble de
ces RLs primaires, secondaires et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de
I’oxygene (Favier ,2003 ; Chiha et al., 2016 ; Eddhima, 2019).
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de kinases

Figure 18 : Les différents radicaux libres impliqués en biologie (Favier, 2003).

1.3.Sources des RLs

A 1état physiologique, il existe un équilibre naturel entre la synthése des radicaux

libres et les systemes antioxydants présentes dans notre organisme. Sous l'influence de
certains stimuli pathologiques exogénes ou endogenes (Tableau 4), la production excessive

des RLs ou la diminution du taux des antioxydants peuvent conduire a un désequilibre

(Poisson, 2013).
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Tableau 4: Sources des radicaux libres(Poisson, 2013).

Sources de radicaux libres

Endogéne Exogéene
+ Mitochondries * Cigarette
+ Phagocytoses + Radiation ionisantes
+ Xanthine oxydase * Pollutions diverses
+ Métaux de transition * Rayonnement UV
* Peroxysomes * Produits chimiques
* Inflammation & médicaments
* Ozone

1.4.Les especes réactives de I'oxygene

Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS ou ERO) sont des molécules dérivées de la
réduction de l'oxygéne ayant un électron unique dans leur couche périphérique. (Rezaire,
2012).

Il sont produites d'une maniere accrue lorsque la régulation du métabolisme de
I'oxygéne est déséquilibrée, ce déséquilibre entre la production de ROS et les systemes de
défense antioxydants enzymatiques est appelé stress oxydatif (Qian et al., 2018).Les cellules
ont développé un systeme de défense antioxydant pour réguler la production de ROS et leur
élimination (West et al., 2011).

Ces especes sont responsables d'une maniere directe ou indirecte de plusieurs
dommages oxydatifs au niveau moléculaire (protéines, lipides , acides nucléiques...), pouvant
affecter les mécanismes cellulaires ce qui conduit a I’apparition du vieillissement et des
maladies dégenératives du vieillissement telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires,
les maladies du foie, le diabéte sucré, le déclin du systéme immunitaire, le dysfonctionnement
cerébral...(Halliwell, 1994 ; Kozarski, 2015).
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Les ROS seraient également impliquées dans les maladies neurodégénératives a début

tardif, surtout la maladie d'Alzheimer, ou la mort neuronale peuvent étre liée a un phénoméne

d'apoptose impliquant les radicaux libres (Guichard et al., 2006 ).

Tableau 5 : Classification des espéces réactives de 1’oxygéne (ROS).

Les dérivés

radicalaires

le radical anion

superoxyde O,

C’est un radical libre chargé négativement vient de la
réduction monovalente de I'oxygene moléculaire et posséde la
plus faible réactivité vis-a-vis des substrats bio-organique.
(Gardés — Albert et Jore, 2005).0,” est un déchet
métabolique toxique produit naturellement au niveau des
cellules respirant le dioxygene au sein des mitochondries, et

par d’autres enzymes comme la xanthine oxydase.

le radical
hydroxyle OHe

C’est une espece trés toxique, en raison de leur forte
réactivité qui attaque la majorité des molécules organiques: les
acides, les alcools, les amines, les éthers,... (Migdal & Serres,

2011).

Il est régéneré soit par la réaction de fenton a partir de I’eau
oxygénée en présence du fer ferreux (Fe**) selon la réaction

d'oxydoréduction suivante (Gardés — Albert, 2003) :
Fe’*+ H,0, — Fe**+ OH+ OH’

ou par La réaction de Haber-Weiss a partir de superoxyde O, et
peroxyde d'hydrogéne H,O, selon la réaction suivant :
0," + H,0, - 0, + OH+ OH"

Le monoxyde
d’azote NO

Appelé aussi « 1’oxyde nitrique », c’est une molécule labile
ubiquitaire a demi-vie tres courte (Laurent, 2011). Son
électron célibataire de la couche externe lui permettant de
génerer des Peroxynitrites et de réagir avec autres Composés
radicalaires comme 1’02.- (Bouchair, 2015).
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Les dérivés
non

radicalaires

Le peroxyde
d’hydrogéne H,0,

Le peroxyde dhydrogéne Est un oxydant puissant
de formule H,O, appelé aussi «1’ecau oxygénée ». c’est une
espéce non radicalaire n’est pas chargé, peut diffuser
facilement a travers les membranes. Les
peroxydases catalysent la dissociation deH,0; en H,0 et O,
(Barouki, 2006). -

2H,0, -2 H,O+ 0O,

C’est une molécule a courte durée de vie (0.01-0.04ps) et

de forte réactivité avec de nombreuses biomolécules tel que les

L’oxygene singulet | .
o lipides et les protéines (Koh et Fluhr, 2016). c’est un puissant
2
oxydant trés instable (Wilson et Salamantian, 2003).
Hydroperoxyle Appelé aussi « perhydroxyle », c’est la forme protonée du
HOy» radical Superoxyde O;" en milieu acide (Hool, 2006). Sa

réactivité est trés limitée (Oueslati, 2017).

1.5.Cibles biologiques des radicaux libres

La production exagérée d’ERO conduire a des lésions de molécules biologiques
(oxydation des protéines, des acides nucléiques, des lipides, des glucides...) (Oueslati, 2017).
A I’état physiologique, il existe un équilibre "naturel" entre la production des radicaux libres
et les systemes antioxydants (Favier, 2003). Dans certaines conditions, il apparait un
déséquilibre provoqué soit par une production excessive de radicaux libres soit par une
diminution des défenses antioxydants sous 1’effet de certains stimuli pathologiques endogenes
(hyper-LDLémie, hypertension, diabéte...) ou exogeénes (tabagisme, polluants

environnementaux).
1.5.1. Les dommages oxydatifs a ’ADN

Les acides nucléiques sont des molécules tres sensibles a l'attaque par les radicaux

oxygeénés. Les attaques radicalaires de I’ADN vont entrainer :

37



Chapitre 11

Stress Oxydatif

= Les modifications des bases azotées. Cela entraine un non appariement des bases, ou

un mauvais appariement, ou encore un blocage de la réplication de I’ADN(Halliwell,

1999)

= La formation de sites abasiques par la rupture de la liaison N-glycosidique entre le

désoxyribose et la base azotée.

= Les coupures des brins

= La formation d’adduits due aux aldéhydes issus de la peroxydation lipidique

(Marnett, 1999)

= [Jattaque des protéines qui sont en contact de I’ADN comme les histones, les enzymes

et les facteurs de la réplication ou de la transcription... etc. (Oleinick ,1987).

Ce qui va entrainer de graves conséquences peuvent participer a une mutagénése, a un

arrét des divisions cellulaires par blocage des mécanismes de réplication, a un arrét de la

synthese protéique par blocage des mécanismes de transcription/traduction, et enfin a une

mort cellulaire. (Dizdaroglu et Jaruga ,2012).
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Figure 19 : Les dommages oxydatifs de I’ADN par les ERO (Favier, 2003).
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1.5.2. Les dommages des lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible de 1’attaque
par le radical hydroxyle qui est capable de former un radical diéne conjugué par une réaction
appelée la peroxydation lipidique (Migdal et Serres, 2011).

Les peroxydes peuvent étre réduits et neutralisés par une enzyme antioxydant, la GPX
ou continuer a s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes acides et en alcanes comme 1’éthane
ou le pentane. Ce radical peut libérer différents aldéhydes toxiques comme le 4 hydroxy-2-
nonénal (4-HNE) ou le malonaldialdéhyde (MDA). L'attaque des phospholipides
membranaires modifie la fluidité des membranes ce qui va entrainer une perturbation des
communications intercellulaires et un dysfonctionnement de certains voies de transduction du
signal (Favier, 2003).

1.5.3. Les dommages des protéines

Certains acides aminés qui sont inclus dans la structure des protéines comme la
méthionine, la cystéine et la tyrosine (Tratner et al.,2003). La formation de dérivés
protéiques carbonylés par La modification des structures des protéines est causée par les ERO
(Pincemail, 2006 ; Kehrer, 1993).

Les altérations protéiques portent a la fois sur les protéines fonctionnelles comme les
enzymes ou les hormones et les protéines de structure (Pamplona, 2008). Cependant, Les
protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont celles qui contiennent un
groupement sulfhydrile (SH). (Favier, 2003)

2. Les antioxydants et les systemes de défense

2.1.Définition

Afin de controler les effets indésirables des radicaux libres, notre organisme est équipé
de tout un systeme complexe de défenses trés efficaces qui les protégent contre les dommages
de ces espéces chimiques réactifs. Ces défenses permettent de maintenir la concentration en
espéces radicalaires a un taux basal (homéostasie physiologique) (Derai, 2016). Les
molécules limitant cette production sont appelées « antioxydants » (Gauche et Hausswirth,
2018).
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Un antioxydant est défini comme une molécule qui peut recevoir des électrons et/ou
donner de I'nydrogéne (Griffiths, 2016) .C’est une substance qui empéche ou retarde
significativement 1’oxydation des macromolécules par les especes réactives de I'oxygéne,
alors qu’elle présente une concentration trés faible dans le milieu ou elle intervient (Halliwel

et Gutteridge, 1990 ; Sies, 1996).

Le systeme antioxydant humain puisse fonctionner de maniere optimale pour protéger
les facteurs de stress abiotiques environnementaux, tels que les toxines environnementales et
les radiations.(Xu et al., 2017).

Equilibre
rédox b
antioxydantes
Production Défenses A .
de ROS antioxydantes Peaduction =
[ ] de ROS _—

Défenses

Homéostasie

ke

Figure 20 : Equilibre redox en situation homéostasique et déséquilibre redox en situation

oxydatif

pathologique (Lambert de Malezieu, 2019).
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2.2.Classification des antioxydants
IIs sont classés en antioxydants enzymatiques ou hon-enzymatiques.

Tableau 6 : Les systémes antioxydants chez I’homme (Halliwell et Gutteridge, 1994)

Les systémes enzymatiques Les systemes non enzymatiques
Elimination de I'anion superoxyde Elimination de I'anion superoxyde
Les superoxydes dismutases Les vitamunes C et E
Les flavonoides
Les carotenoides
Elimination du peroxyde d’hydrogene L'ubiquinone (coenzyme Qyo)
Les peroxydases hémiques
Catalase Elimination du peroxyde d'hydrogene
Les peroxydases non hemiques Les vitamines C et E
Glutathion peroxydases & glutathion reductase Le glutathion (GSH)
Peroxyredoxines et thiorédoxine réductase La thiorédoxine

Régulation intracellulaire de la concentration en fer libre
Internalisation via les récepteurs a transferrine
Stockage par la ferritine

2.2.1. Antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydants élaborés par notre organisme, leur
quantité dépend de 1’4ge (Labiod, 2016). Ce systeme est constitué de la Superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion Peroxydase (GPx) et la glutathion

réductase (GR), il est considéré comme la premiére ligne de défense (Lone et al., 2013).

L'activité de ces enzymes est tres dépendante de I'apport nutritionnel en minéraux qui
jouent un role primordial comme Cofacteurs de divers enzymes a activité antioxydant
(Haleng, 2007) : fer pour la catalase, zinc et cuivre pour la Superoxyde dismutase, sélénium

pour la glutathion peroxydase et la thioredoxine réductase (Claudine, 2014).
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Figure 21 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (favier, 2003)

» Lasuperoxyde dismutase (SOD)

Est une métalloprotéine oxydoréductase qui catalyse
la dismutation d’anions superoxyde O, en oxygéne O; et peroxyde d'hydrogéne H,O; :
20," + 2H" — 0O, + H,0,. (Bratovcic, 2020). 1l est présent dans le cytoplasme, la matrice
mitochondriale et les peroxysomes et besoin de zinc et cuivre pour étre activé (Bratovcic,
2020).

» Lacatalase

La catalase est une protéine tétramérique de 4 sous unités monomeéres identiques,
localisée principalement dans les peroxysomes au niveau des globules rouges et du foie
(Oueslati, 2017). Elle catalyse la dismutation de I'eau oxygénée (peroxyde d'hydrogene) : 2
H202 — 02 +2 H20

» glutathions peroxydases (GPx)

La Glutathion peroxydase GPx est une enzyme oxydoréductase formée de 4 sous unités
contenant chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine
localisée au niveau du cytosol et dans la mitochondrie (Belkheiri, 2010). Cette enzyme assure
la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H,O2) ou les hydroperoxydes organiques
(ROOH) par oxydation du glutathion en glutathion oxydé (GSSG) par la réaction suivant :
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2 GSH + H,0,— GSSG + 2 H,0
2 GSH + ROOH — GSSG +ROH + H,0

2.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Il en existe deux types : les antioxydants non enzymatiques endogenes (synthétisés par
la cellule) et les antioxydants non enzymatiques exogenes (provenant de la nourriture)
(Sharifi et al., 2020).

2.2.2.1.  Antioxydants non enzymatiques endogénes

Qui sont fabriqués par les cellules de notre corps, dont les plus importants sont le
gluthathion (c’est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systemes vivants au
cceur des défenses antioxydants), la bilirubine, 1'acide urique, le coenzyme Q et la mélatonine

... (Simic et Jovanovic, 1989)
2.2.2.2.  Antioxydants non enzymatiques exogenes

Ce sont ceux que nous consommons dans notre régime alimentaire, notamment ceux
contenus dans les fruits, Iégumes et les produits céréaliers qui sont capable de céder des
électrons ou des protons (Djenidi, 2019), ils permettent de lutter contre le processus du

vieillissement cellulaire.

a) Vitamine E (ou o — tocophérol)

La vitamine E est considérée comme la molécule antioxydant liposoluble la plus
abondante Dans notre organisme. Elle est présente dans les membranes cellulaires et dans la
circulation sanguine (liée aux lipoprotéines) (Bratovcic, 2020).

Elle est chargée de neutraliser les radicaux libres, et agit de deux fagons différentes, soit en
piégeant directement les ERO, soit en régulant [’activité des antioxydants enzymatiques,
telles que la glutathion peroxydase la SOD, la catalase du foie et la glutathion-transférase
(Eddhima, 2019).

b) Vitamine C (ou acide ascorbique)

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble considérée comme
¢tant 1’antioxydant naturel le plus puissant. Elle a un réle important dans la protection de
I’organisme contre les RLs (Poisson, 2013).

La vitamine C est l'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les

fluides intra- et extracellulaires (compartiments hydrophiles). (Oueslati, 2017).
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Ce radical peut facilement s’oxyder en captant 1’anion superoxyde et certaines especes

radicalaires (per-hydroxyles et peroxyles) (Van Antwerpen, 2006).

c) p-carotene
C’est un composé liposoluble produit a partir d’unités isoprénes. Elle présente le
principal précurseur de la vitamine A apporté par 1I’alimentation.
L’activité antioxydante de la P-carotenerepose essentiellement sur le piégeage de

I’anion superoxyde ou de radicaux peroxyde (Djenidi, 2019).
3. Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

Il y a plusieurs méthodes utilisées pour étudier et mesurer 1’activité antioxydant des
systemes biologiques (Ali et al.,2008 ; Scherer et Godoy, 2009). Elles peuvent étre divisés
en deux catégories selon leur mécanisme : (1) les tests bases sur la réaction de transfert
d'atomes d'hydrogene (HAT) : sont utilisées pour évaluer la peroxydation lipidique par un
substrat lipidique ou lipoprotéique.(Sanchez-Mereno et Larraui, 1998), (2) les tests basés
sur la réaction de transfert d'électrons simples (ET) : sont celles qui interviennent dans la
mesure de I’habilité du piégeage des radicaux libres. (Sanchez-Moreno, 2002). Parmi ces

techniques, nous citons :
3.1.Test du piégeage du radical libre (DPPH)

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est un radical organique azoté stable qui
posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (figure 22)(Popovici et al.,
2009). et I’'un des premiers radicaux libres utilisé pour 1’étude de la relation structure-activité

antioxydant des composés phénoliques (Osman, 2011 ; Floegel et al., 2011).

AL

H‘
0,N NO,

NO,

Figure 22 : Structure chimique du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
(Osman, 2011).
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Généralement, c’est le substrat le plus utilisé pour 1’évaluation rapide de I’activité

antioxydant en raison de sa stabilité¢ en forme radicale libre et la simplicité de 1’analyse.

Dans ce test, le DPPH de couleur violette intense (a température ambiante) et qui
possede un maximum d'absorption UV-Vis a 515 nm (Prior, et al., 2005) , se réduit en
diphenylpicryl-hydrazine (DPPH, H), dont I’intensit¢é de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité réductrice des antioxydants présents dans le milieu (Figure
23)(Amarti et al., 2011).

Cette méthode s’effectue a température ambiante ce qui permet de préserver les

molécules testées de I’éventuelle dégradation thermique (Atoui et al, 2005).

+ Antioxvdant-0

DPPH (violet) DPPHH i jaunc)

Figure 23: Réduction de DPPH par un antioxydant (Osman, 2011).
3.2.Activité anti-radicalaire sur PABTS

L’activité anti-radicalaire sur ’ABTS est un test basé sur la neutralisation du radical
cationique ABTSe+ (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
Sulfonique) par I’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le persulfate de potassium
(K2S,0g) (Re et al., 1999).

La formation de radical ABTSe+ se traduit par I’apparition d’une couleur bleu a verte.
La présence d’un antioxydant réduira ce radical et provoquera la décoloration du mélange.
Cette décoloration du radical résulte d’une réaction entre le radical ABTSe+ et un donneur
de He(Hadj Salem, 2009) et mesurée par spectrophotométrie a 734 nm, elle est

proportionnelle a la concentration en antioxydant (Chaalal et al.,2013).
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Cette méthode a pour avantages sa simplicité et sa rapidité. De plus, la solution

d’ABTS n'est pas affectée par la force ionique, elle est soluble dans 1'eau et dans les solvants.

(Awika et al., 2003).

3.3.Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, baseée sur la
capacité des antioxydants testés a réduire le fer pour passer de la forme ferrique (Fe3+) a la

forme ferreux (Fe2+) (pellegrini et al., 2003).

Le Fe2+ formé peut étre évalué en mesurant et en surveillant I’augmentation de la

densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al.,2002).

Les résultats du test sont exprimes en unités différentes, en mmol fe2+/kg ou mmol
TEAC/Kg. Ce test est peu colteux, la procédure est simple et rapide et les résultats sont
hautement reproductibles, la principale limite de cette méthode réside dans le temps de

réaction. (Huang et al., 2005).
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Chapitre 111 Matériel et méthodes

1. Objectif

L’objectif de notre étude est 1’évaluation de ’activité antioxydante des extraits eau-
acetonique et méthanolique de la partie aérienne (pétales) de Crocus sativus, en utilisant le
test de reduction du fer (FRAP) et test de Piégeage du radical DPPH.

2. Matériel végetal

La fleur a été récoltée au mois de septembre 2021, a la commune d’Ahfir, willaya de
Tlemcen (Algérie). Le matériel vegetal a été sechée a l'air libre et a I'abri de la lumiére

pendant quelques jours.

Figure 24: La partie aérienne de Crocus sativus (Photo personnelle)
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3. Préparation des extraits
Les extraits ont été obtenus par une macération a température ambiante, sans agitation.
3.1.Préparation de I’extrait eau-acétonique

La préparation de cet extrait consiste a macérer 3g de matiere végétale seche avec
100ml de solvant eau-acétone (30ml eau distillée + 70ml acétone), et la laisser 24 h a
température ambiante. Apres 1’incubation, le mélange a été filtré a sur papier filtre et le filtrat
a ¢té¢ évaporé par I’évaporateur rotatif (rotavapor) a 45°C pour éliminer 1’acétone. Apres
évaporation, 1’extrait obtenu est versé dans des boites de pétrie et placé a 1I’étuve a 50°C
pendant 24h en raison d’éliminer I’eau et de sécher I’extrait eau-acétone. Le produit est

récupéré et conservé jusqu’a 1’utilisation.

Figure 25 : les étapes de préparation de 1’extrait eau-acétone

- (1) Macération- - (4) ’extrait aprés évaporation
- (2) Filtration - (5) L’extrait apres séchage dans 1’étuve

- (3) Evaporation
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3.2.Préparation de I’extrait méthanolique

Une deuxiéme extraction est faite sur le méme matériel végétal récupéré (marc) apres la
filtration du premier extrait, en utilisant 100ml de méthanol comme solvant. Les mémes

¢tapes suivies pour 1’extraction eau-acétonique sont refaites pour préparer cet extrait.

3g de matériel 3g de matériel végétal
végétal+ 100ml eau- (marc)+ 100ml
acétone méthanol

N v

— L=

Incubation 24h (macération a
température ambiante)

l

Filtration

Evaporation de solvant par un
rotavapor

|

Séchage 24h dans I'étuve

|

Récupération des extraits

bruts

Figure 26 : Protocole d'extraction
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4. Test de mise en évidence des tanins

A 2 ml de chaque solution testé, on a ajouté quelques gouttes de solution de FeClsa

0,1%. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité
(laisser reposer quelques minutes).

Figure 27 : Test de mise en évidence des Tanins

5. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Crocus sativus in
vitro

5.1.Test de réduction de fer (FRAP)
e Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants présents dans les extraits a
réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+) (Ou et al., 2001).

e Solutions a préparer

e Solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)ga 1%.
e Solution aqueuse de chlorure ferrique FeCls a 0,1%

e Solution de I’acide trichloracétique TCA a 10%.
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Figure 28 : Les solutions préparées pour réaliser la technique de FRAP.

e Mode Opératoire

0,2 ml de chaque concentrations des extraits préparés (1, 2, 3, 4, 5 mg/mL) sont
mélangées avec 0,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 0,5 ml de
ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s (1%). Les mélanges sont incubés dans 1’étuve a 50°C
pendant 20 min. Aprés, 0,5 ml de ’acide trichloracétique (10%) est additionné. 0,5 ml de

chaque concentration sont mélangés avec 0,5 ml de I’eau distillée et 0,1 ml de FeCl3 (0,1%).

L’absorbance est mesurée a 700 nm. L’augmentation de [’absorbance indique
I’augmentation de la réduction de fer par les antioxydants présents dans les différentes

concentrations.

53



Chapitre 111 Matériel et méthodes

e Protocole

2ml de ’extrait

!

+2.5ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6)

==

+ 2,5ml de ferricyanure de potassium a 1%

==

Incubation a 50°C pendant 20min

<=

+2,5 ml de trichloracétique a 10 %

<=

2,5ml d’extrait + 2,5 ml d’ecau distillée

=

+1 ml de chlorure ferrique

!

Lecture spectrométrique & 700 nm

Figure 29 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur des extraits de Crocus sativus.
5.2.Piégeage du radical DPPH° (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
e Principe

C’est une méthode largement utilisée dans I’étude et est basée sur la réduction des
radicaux DPPH de couleur violette foncee, qui absorbe aux environs de 517nm par les agents
antioxydants présents dans les différentes concentrations, ce qui entraine une décoloration de
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la solution. La forme n’absorbe plus, ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance a

cette longueur d’onde.

e Mode Opératoire

1000 pl de chaque extrait (a différentes concentrations : 0,2 ; 0,4 ;0,6 ; 0,8 et 1 mg/mL)
sont ajoutés a 1000 ul d’une solution méthanolique de DPPH® a 1,52x10-5 M (0,006 g dans
100 ml méthanol). Un tube blanc est préparé (2000 pl de méthanol). En ce qui concerne le
controle négatif, ce dernier est préparé, en parallele, en mélangeant 1000 pl du méthanol avec
1000 pl d’une solution méthanolique de DPPH® a la méme concentration utilisée. L’acide

ascorbique est utilisé comme contréle positif.

Apres incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la réduction
du DPPH° s'accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution.

La lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre.
Le pourcentage d’inhibition PI est calculé selon la formule suivante :

P1% = (Abs controle — Abs test) / Abs controle x 100
Avec : AC : absorbance du contrdle ; AE : absorbance de I’extrait.

e Protocole

Iml d’extrait

§

+1ml de DPPH

|

Incubation 30min a température ambiante a 1’obscurité

!

Lecture spectrométrique & 517 nm

Figure 30: Protocole d’évaluation du Pi¢geage du radical DPPH®.
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Chapitre 1V Résultats et Interprétations

1. Extraction

La préparation des extraits de la partie aérienne (pétales) de Crocus sativus a été realisée

en utilisant la méthode de macération.

Tableau 7 : Caractéristiques des extraits de la partie aérienne de C. sativus

Couleur Aspect Solubilité
Extrait eau- Marron foncée Pateux Eau distillée
acétonique
Extrait Marron Pateux Méthanol
méthanolique

2. Test phytochimique des Tanins

Tableau 8: Résultat de Test phytochimique sur les extraits de la partie aérienne deC. sativus

Extrait eau- Extrait
acetonique méthanolique
Résultat du test (tanins) AF4F i

L’extrait eau-acétonique est tres riche en tanins par rapport a 1’extrait méthanolique.

3. Evaluation de I'activité antioxydante de la partie aérienne de Crocus

Sativus

3.1.Test de FRAP (ferric reducing antioxydant power)

L’activité antioxydante de nos extraits a été évaluée par la méthode de FRAP, qui est
basée sur la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe*") présent dans le complexe
K3Fe(CN)s en fer ferreux (Fe?*) a ’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde
700nm dont I’augmentation de l'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur de I’extrait testé.

57



Chapitre 1V Résultats et Interprétations

3.1.1. Effet de I’extrait eau-acétonique

Les résultats de la capacité de 1’extrait eau-acétonique a réduire le fer en fonction de la
concentration sont représentés par une régression linéaire (y = 0,2118x +0,038; R?=0,9916)
dans la (figure 31).

1,2
y=0,211x + 0,038

. R2 = 0,991 /6

018 /
/
0,6

0’4 /
0,2
O 6 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6
Concentration mg/ml

Absorbance a 700nm

Figure 31: Représentation graphique du pouvoir réducteur du fer par I’extrait eau-acétone
deC. sativus.

3.1.2. Effet de ’extrait méthanolique

Les résultats obtenus de la capacité de I’extrait méthanolique a réduire le fer en fonction
de la concentration sont représentés par une régression linéaire (y = 0,0872x +0,0039; R*=
0,9919) dans la figure 32.
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Figure 32 : Représentation graphique du pouvoir réducteur du fer par 1’extrait méthanolique,

de C. sativus.

3.1.3. Effet de I’acide ascorbique

L'acide ascorbique représente le controle positif (molécule de référence) dont

l'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les deux extraits, eau-acétonique et

méthanolique. Les résultats obtenus sont représentés par une régression linéaire (y = 10,80x —

0,0301; R?=0,9854) dans la figure 33.

0,9
0,8 -

0,7

y = 10,80x - 0,030
R*=0,985

0,6

0,5

Absorbance a 700nm

0,4

0,3

0,2

0,1

0 K T
01 0,02

0,06

0,08 0,1

Concentration mg/ml

Figure 33 : Représentation graphique du pouvoir réducteur du fer par ’acide ascorbique.
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D’apres les graphes, nous remarquons que le pouvoir réducteur du fer des deux extraits

et du standard (acide ascorbique) augmente avec 1’augmentation de la concentration.

L’extrait eau-acétonique présente ’activité la plus élevée avec une absorbance A=0,884

a une concentration de 4 mg/ml comparé a 1’extrait méthanolique A=0,338.

Les deux extraits étudiés ont la capacité de réduire le fer, mais elles restent inférieures a

celle de I’acide ascorbique employé dans cette méthode comme un contrdle positif.

Les résultats obtenus sont confirmés par les valeurs de concentration efficace ECsp (la
concentration qui correspond a une absorbance de 0,5 a 700nm). Ces concentrations sont
déterminées graphiquement a partir de 1’équation de la régression linéaire indiquée sur chaque

graphe. Les valeurs d’ECsp sont montrées dans le tableau suivant.

Tableau 9: Valeurs des ECso en mg/ml des deux extraits de C. sativus et de I’acide
ascorbique.

Acide ascorbique Extrait eau-acétonique | Extrait méthanolique

ECs (mg/ml) 0,04 2,18 5,68

Les résultats de ’activité réductrice du fer montrent que 1’acide ascorbique a I’ECs la
plus faible (0,04 mg/ml) tandis que I’extrait eau-acétone (2,18 mg/ml) présente un effet tres
important.

Par contre, 1’extrait méthanolique présente la valeur d’ECsg la plus élevée 5,68 mg/ml.
3.2.Piégeage du radical DPPH° (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

L’efficacit¢ d’un antioxydant peut étre mesurée par sa capacité a réduire le radical
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) , en suivant la réduction de ce radical qui s’adjoindre
par un changement de la couleur violette DPPH (forme oxydee) a la couleur jaune DPPH.H
(forme réduite), dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydant présents dans le milieu & donner des protons. Les résultats de test d’inhibition du
radical DPPHe, par les deux extraits testés (extrait eau acétonique/extrait métalonique) de

Crocus sativus sont présentes dans les figure 34 et 35.
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3.2.1. Effet de I’extrait eau-acétonique

Les résultats obtenus de la capacité de 1’extrait eau-acétonique a réduire le radical
DPPH sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre en fonction des
concentrations et sont représentés par une régression linéaire (y =119,49 x +2,7727 ; R*=
0,9911) dans la figure 34.

120

y=119,4x + 2,772
R?=0,991
100

80 /
. e
’ P

20
o/ . . . . .

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration mg/ml

Pourcentage d'inhibition %

Figure 34 : Courbe des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de

’extrait eau acétonique de C. sativus.
3.2.2. Effet de I’extrait méthanolique

Les résultats obtenus de la capacité de 1’extrait méthanolique a réduire le radical DPPH
sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre en fonction des concentrations et
sont représentés par une régression linéaire (y =119,49 x +2,7727 ; R? = 0,9911) dans (la
figure 35).
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Figure 35 : Courbe des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de
I’extrait méthalonique de C. sativus

3.2.3. Effet de I’acide ascorbique

En ce qui concerne I’antioxydant synthétique 1’acide ascorbique, les résultats obtenus
sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
concentrations et sont représentés par une régression linéaire (y=3463,7 x + 2,3705 ; R*=
0,9828) dans la figure 36.

Acide ascorbique

50
45 y =3463,x + 2,370
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15

/
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0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
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Figure 36 : Courbe des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de
I’acide ascorbique.
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L’extrait eau-acétonique présente [’activité la plus élevée avec un pourcentage
d’inhibition PI1(%)=94,98 a une concentration de 0,8 mg/ml comparé a 1’extrait méthanolique

P1(%) = 83,84 a la méme concentration.

Les résultats obtenus sont confirmés par les valeurs de concentration inhibitrice 1Csg
(qui est la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH par I’échantillon testé
a 517nm). Ces concentrations sont déterminées graphiquement a partir de 1’équation de la
régression linéaire indiquée sur chaque graphe. Les valeurs d’ICso sont montrées dans le

tableau suivant.

Tableau 10 : Les valeurs d’IC50 en mg/ml des deux extraits de C.sativus et de I’acide

ascorbique.
Acide ascorbique Extrait eau- Extrait
acétonique méthanolique
I1Cso (mg/ml) 0,013 0,395 0,548

Les résultats de l’activité réductrice du radical libre DPPH montrent que I’acide
ascorbique a I’ICsq la plus faible (0,013 mg/ml).

D’aprés les valeurs obtenues, 1’extrait eau- acetonique montre un pouvoir réducteur
meilleur que celui de I’extrait méthanolique car I’ICsq est inversement liee & la capacité

antioxydante d’un composé.
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Discussion

Les plantes médicinales ne représentent pas seulement une source naturelle de nouvelles
molécules bioactives, elles sont aussi une source de produits naturels pouvant étre utilisés
comme médicaments (Small et Catling, 2000). Le safran (Crocus sativus L) est I'épice la plus
chére au monde, et fait partie des 90 especes du genre Crocus, originaire d'Asie et il est

cultivé dans les pays méditerranéens.

Les propriétés médicinales de cette plante sont dues aux produits chimiques qu’elles
synthétisent, principalement des composés appelés métabolites secondaires que 1’Homme
utilise dans son arsenal thérapeutique, qui sont des principes actifs connus par leurs diverses

activités biologiques (Palomares, 2015).

L’objectif de ce travail est porté sur I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits :

eau-acétonique et méthanolique des pétales de C. sativus.

Afin d’évaluer les effets biologiques de Safran nous avons commencé par la
préparation de deux extraits par macération, en utilisant deux solvants polaires, (eau-acétone
et méthanol). Le choix du systéme de solvant d'extraction est tres important pour la
détermination de la teneur en polyphénols. Les composés phénoliques sont des métabolites
veégétaux omniprésents et constituent le principal groupe de composés qui contribuent aux

propriétés antioxydantes (Wang et al., 2010).

D’apres les résultats obtenus, le test phytochimique réalisé¢ sur les différents extraits

préparés des pétales des fleurs de C. sativus ont révélé la présence des tanins.

Ces résultats sont comparables a ceux publiés dans la littérature et dans les travaux

suivants :

Vijender et al., (2011) ont détecté la présence d’alcaloides, de flavonoides, de tanins,

de terpénoides, pour différents extraits de pétales de C. Sativus.

L'activité antioxydante a été évaluée par la technique de réduction du fer FRAP, Le
principe de la méthode FRAP repose sur la réduction du fer ferrique a sa forme ferreuse
colorée en présence dantioxydants. La propriété de pouvoir réducteur indique que les
composés antioxydants sont les donneurs d’électrons et peuvent réduire les intermédiaires
oxydés du processus de peroxydation lipidique, de sorte qu’ils peuvent agir comme

antioxydants primaires et secondaires (Tachakittirungrod et al.,2007) .
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Les résultats ont montré que le pouvoir réducteur de l'extrait eau-acétonique était
supérieur a celui de I'extrait méthanolique. Cette différence a été appréciée en comparant les
valeurs d'ECso de chaque extrait. Les résultats de I'activité de réduction du fer ont montré que
I'extrait eau-acétonique a une ECsp=2,18 mg/ml et I'extrait méthanolique avec ECsy=5,68

mg/ml.

De méme, les recherches de (Lahmass et al.,2018) signalé que C. sativus les sous-
produits possedent un pouvoir réducteur de fer important.(Lahmass et al., 2018) ont montré
que la réduction de l'activité de puissance du spath était inférieure a l'activité des stigmates
0,157 et 0,707 successivement a 250ug/ml. Le contr6le positif a montré une activité

réductrice plus élevée avec 0,77 a 100 ug/ml. Ceci est en accord avec notre résultat.

La mesure de l'activité antioxydante par la méthode FRAP réalisée par (Hossein Goli,
2012) a montré que I'extrait de pétales presente une activité de 0,3 & une concentration de 250

ppm, cette valeur reste faible par rapport a celle trouvée dans nos résultats.

De plus, l'activité antioxydante de I'extrait de pétales de safran a été évaluée et le radical
libre DPPH est I'un des substrats les plus couramment utilisés pour I'évaluation rapide et
directe de Il'activité antioxydante, en raison de sa stabilité de forme radicale et la simplicité de
I’analyse (Bozin et al., 2008).

Plusieurs études ont rapporté I'effet anti-radicalaire des sous-produits de C. sativus.

En effet, (Wali et al., 2020) ont rapporté que l'extrait éthanolique de tépales du
Cachemire indique une activité antiradicalaire significative, avec IC 5o = 86,6 pg/ml. Cette
valeur est proche de celle obtenue par I'extrait hydroéthanolique de tépales dont I'lC s est de

80,73 pg/mL.. Ce qui montre un pouvoir meilleur que celui de nos extraits.

Les valeurs d'ICsples plus basses correspondent aux concentrations d'extrait les plus
puissantes (Bourgou et al., 2016).Dans cette étude, ’extrait eau-acétonique (ICso 0,39
mg/ml) préparé par la macération de C.sativus a présenté ’activité anti radicalaire la plus
puissante par rapport a I’extrait méthanolique (1Cs00,54 mg/ml). Cette activité reste plus
faible par rapport a celle de 1’acide ascorbique qui a enregistré une IC50 d’ordre de 0,01

mg/ml dans les mémes conditions.

Ces résultats sont aussi en accord avec ceux rapportés dans les travaux de :
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(Mira et al., 2002) ont étudié I'effet anti radicalaire de différentes parties de C. sativus
du Cachemire ; parmi ces parties se trouvaient des tépales et des feuilles. Les auteurs ont
rapporté que les valeurs d'IC so dans I'extrait méthanolique de tépales et de feuilles sont
respectivement de 93,6 ug/ml et 98,8 pg/mL.Sariri et al., (2011) : Un extrait méthanolique de
fleurs de C.sativus a été préparé et son activité antioxydante évaluée par l'activité de piégeage
des radicaux 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Les résultats ont montré que la valeur
d’ICsy était de 0,841mg/ml, environ 11 fois inférieure a celle de I'acide ascorbique. Tous les
antioxydants synthétiques présentaient des valeurs de FRAP plus élevées que celles des

extraits de plantes (Mira et al., 2002)

Les présents résultats suggerent fortement que les sous-produits de C.
sativus contiennent des composés naturels antioxydants, qui pourraient étre capables de
réduire le risque de cancer et d'autres maladies. Les données que nous avons généré ouvrent
plusieurs pistes de recherche, mais laissent également de nombreuses questions sans réponse.

Pour résoudre ces questions, d'autres études doivent étre envisagées.
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Conclusion générale

Ce travail a ét¢ mené dans le cadre de 1’évaluation de I’activité antioxydante des pétales
de Crocus sativus, une plante de la famille des Iridaceae, utilisée a des fins culinaires et

thérapeutiques depuis plusieurs siecles.

L’activité¢ antioxydante des extraits cau-acétonique et méthanolique des pétales de
Crocus sativus a été examinée par deux techniques : réduction du fer FRAP et le piégeage du
radical libre DPPH.

Les résultats du test de réduction de fer FRAP montrent que I’extrait cau-acétonique

présente un pouvoir réducteur plus important avec EC50= 2,18 mg/ml comparé a 1’extrait

méthanolique (EC50= 5,68 mg/ml).

Par ailleurs, les résultats de nos extraits sur le piégeage du radical DPPH montrent aussi
que I’extrait eau-acétonique présente une activité importante avec 1C50=0,39 mg/ml comparé

a ’extrait méthanolique avec IC50 =0,54 mg/ml.

Donc, nous pouvons conclure que I’extrait eau-acétonique présente une bonne activité

antioxydante.

D’apreés ces résultats obtenus et dans le but de compléter ce travail, il serait intéressant

de réaliser d’autres études approfondies qui s’intéressent a :

» L’évaluation de I’activité antioxydante d’autres parties de la plantes : et utilisation
d’autres méthodes in vitro tel que: Test de blanchissement du [B-caroténe, Test
d’ABTS et ORAC (Oxygen Radical Absorbance capacity).

» L’utilisation d’autres techniques d’extraction avec d’autres solvants organiques a
polarités différentes

» La réalisation d’une étude phytochimique et la détermination des teneurs en
polyphénols et flavonoides des extraits.

» L’identification des molécules actives antioxydantes de la plante et 1’étude de leur
toxicité.

» la recherche d’autres activités biologiques de la plante dont 1’activité anti-bactérienne,

Anti-inflammatoire, Anti-carcinogene ...
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Annexe 1 : Appareillages

Balance Vortex Rotavapor

s

Etuve Agitateur Spectrometre
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Annexe 3 : Piégeage du radical DPPH par I’extrait de Crocus

Sativus

Extrait eau acétonique Extrait Méthanolique

Annexe 4 : Test de réduction du fer (FRAP) par I’extrait de Crocus Sativus

Extrait eau acétonique Extrait Méthanolique
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