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Introduction

Depuis la plus haute antiquité, I'numanité a toujours utilisé diverses plantes trouvees dans
son environnement, afin de soulager, guérir toutes sortes de pathologies. Ces plantes ont
I’aptitude de synthétiser de nombreux composés appelés métabolites secondaires, elles
constituent donc un immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique, possédant
un large éventail d’activités biologiques. Ainsi, 1'évaluation de ces activités demeure une tache

tres intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études (Jaccot et Campillo, 2003).

La flore algérienne, avec ses différentes espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques, reste tres peu explorée tant sur le plan phytochimique que sur le plan
pharmacologique (Merzoug, 2009). L'abondance en principes actifs confere a la plante des
propriétés pharmacologiques remarquables, ce qui pourrait justifier ses multiples indications
thérapeutiques et pour lesquelles elle est utilisée en tradi-thérapie (Konkon et al., 2006).

L’activité antioxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydants augmente la
multiplication mitochondriale de radicaux (Girodon et al., 2010). Les plantes produisent
également des composés organiques ayant une activité antimicrobienne. Ces composes
présentent un intérét parce que la résistance aux antibiotiques est devenue un probléme de santé
publique dans le monde entier notamment en termes de maladies d'origine alimentaire et les

infections nosocomiales (Anderson et al., 2001).

Dans ce contexte, ce travail est consacré a une étude phytochimique et a I’évaluation de
I’activité antioxydant et 1’activité antibactérienne des feuille la plante Crocus sativus récoltée de

la région de Hassi Khalifa Willaya de El-oued.

Crocus sativus connu sous le nom de safran, appartenant a la famille des Iridacées, c’est
une plante vivace largement cultivé dans différentes parties du monde, en particulier en Iran et
Younan(Esmaeili et al., 2010).

Le safran ou "or rouge”, est le produit alimentaire le plus cher au monde puisque vendue
entre 30 et 40 euros de gramme(Melnyk et al., 2010). Le nom du safran est dérivé du mot arabe
de zaafran signifiant « €tre jaune ». L’Iran est le principal producteur de safran sur le marché
mondial, mais sa qualité n’est pas aussi bonne que celle du safran d’un autre fournisseur

principal(Caballero-Ortega et al., 2007).



Introduction

Notre travail a été divisé en trois parties : La premiére partie est consacrée a une synthese
bibliographique qui regroupe deux chapitres dont le premier concerne généralité sur la plante
étudiée et le deuxieme chapitre est consacré aux metabolites secondaires. La deuxieme partie

décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail et les résultats obtenus et leur

discussion qui porte sur :

v" Les tests phytochimiques de feuille de la plante.

v Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides.

v' Evaluation de 1’activité antioxydant parle piégeage du radical libre DPPH et Réduction
du fer FRAP.

v’ Evaluation de I’activité antibactérienne.

Enfin, nous présenterons conclusion résumera [’ensemble du travail réalisé.
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Chapitre 1. Géneéralité sur Crocus sativus

La phytothérapie correspond a des traitements ou la prévention des pathologies ou
plusieurs symptomes par l'usage des plantes, elle fait partie des médecines paralleles ou des
médecines douces (Moulay, 2012).

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées pour ses propriétés thérapeutiques.
Elles renfermant un ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, soigner ou soulager des
maladies. Certaines plantes contenant toute une gamme de matiéres efficaces, peuvent avoir des
actions tres différentes suivant leur mode de préparation (Baba, 2010).

Certaines plantes sont inoffensives, mais d'autres, sont toxiques et ne sont utilisées que
sous des formes bien Controlees, exclusivement commercialisées en pharmacie. L'emploi
inconsidéré de plantes cueilles la nature peut aboutir a des intoxications graves, voir mortelles
(Azalenko, 2005).

1. Présentation de la plante étudiée (Crocus sativus)

"Crocus Sativus" est connu sous le nom de "safran" qui est dérivé de I'arabe "Zaeferan"
dont la racine exprime une notion essentielle, la couleur jaune. Aussi, vient du Grec "krokus" qui
veut dire "filament"”, par allusion aux stigmates de la plante. Le terme "sativus”, quant a lui,
signifie "cultive", car le Crocus sativus, par sa reproduction végétative, ne peut se multiplier sans
la main de I’homme. C'est une petite plante herbacée appartient a la famille des "lIridacées" et au

genre "Crocus™ (Jan et al., 2014).

Originaire des régions de Perse qui constituent aujourd'hui I'lran, le safran est cultivé
depuis des millénaires. Des recherches récentes font reculer ses origines a plus de 3000 ans avant
notre ére dans la région de Santorin en Créte (Ferrence et al., 2004). Il traverse plusieurs

sociétés, continents et civilisations (Algrech, 2001).

Classé dans la famille des épices, le safran découle de la culture de Crocus sativus qui est
une variété de crocus domestique originaire du moyen orient. La fleur possede trois stigmates
qui, avec le style sont séchés et utilisés en cuisine comme assaisonnement et agent colorant. C'est
une épice rare et chére, Le crocus prospére sur des sols semi-arides ou arides, mais peut

également étre cultivé dans des environnements plus rigoureux (Wink, 2010).

Le safran est un géophyte herbacé pérenne dans la famille Iridacée, il se propage par voie

vegétative par corme, sa reproduction ne peut se multiplier sans la main de

H



Chapitre 1. Généralité sur Crocus sativus

I’homme (Lilia et al., 2017). Le safran qui est tiré de la fleur de Crocus sativus par
déshydratation de ses trois stigmates rouges, présente la précieuse épice qui suit le cours de 1’or
(Bouden et Kadri, 2019).

Le safran est connu comme 1’épice la plus chere et la plus attrayante au monde lui a valu
son surnom d’or rouge, pour les caractéristiques exceptionnelles de ces stigmates sec

particuliérement le pouvoir colorant, la saveur et I’arome (Figure 01 ) (Zakaria et al., 2017).

Figure 01 : Crocus sativus(Sullivan, 2011).

2. Caractere botanique
Crocus sativus est une herbacée vivace appartenant a la famille Iridaceae, la ligne de

Liliaceae et du vaste genre Crocus qui comprend plus de 80 especes de plantes bulbeuses de
petites tailles. Crocus sativus est la seule espece de Crocus produisant le safran (Pitsikas, 2016).
La classification taxonomique de la série C. sativus est la suivante (Srivastava, 2010).
Royaume : plantae
Division : Spermatophyte
Sous-division : Angiosperme
Classe : Monocotylédone
Sous-classe : Liliidae
Ordre : Liliales
Famille : Iridaceae
Genre : Crocus
Espece : Crocus sativus

Le Crocus sativus est une plante triploide stérile appartenant a la famille des Iridacées
(monocotylédones), herbacée, pérenne et vivace a floraison automnale inconnue a I'état sauvage

(Rubio-Moragaet al., 2009). C'est une plante a bulbe mesurant au plus 25 cm. La plante

.



Chapitre 1. Généralité sur Crocus sativus

comporte dix feuilles tres étroites, dressees, creusées en gouttiere, et qui apparaissent lors de la
floraison ou apres celle-ci .La tige des fleurs se leve d'une ampoule et est longue, tube blanc et
mince ; La fleur elle-méme étant grande et d'une belle Couleur violette. Feuilles radicales,
linéaires, vert foncé ci-dessus, vert pale Ci-dessous, enfermé dans une gaine membraneuse,
restant parfois Frais presque tout I'niver (Bhargavaet al., 2011). La fleur est composée de 6
pétales, de 3 étamines jaunes et d'un pistil se divisant en 3 longs stigmates de couleur rouge vif
brillant et velouté de 3 a 4 cm. Les stigmates ont un aspect brillant a I'ouverture de la fleur, fins a
la base et plus larges a I'extrémité, trés odorants et constituent le safran du commerce une fois
desséchés. Le safran se développe a partir de ses bulbes. Le bulbe, aussi appelé corme, sont de
petits globules bruns d'environ 4,5 centimétres de diametre enveloppés dans une natte dense de
fibres paralléles. Les cormes, qui ne survivent qu'une saison, doivent étre divisés manuellement
et cassés, puis replantés. lls fourniront ainsi jusqu'a dix caieux, qui produiront de nouvelles
plantes. Le safran a un pollen stérile, et la fleur du Crocus sativus ne produit pas de graines
viables ; sa multiplication végétative est propagée par les cormes, la plante étant dépendante de
I'homme pour sa reproduction. On compte d’une a trois fleurs par bulbe et de deux a trois bulbes

par plante (Figure 02 ) (Winterhalter et Straubinger, 2000).

stagserrnos les

OVAIRE A

linécaires feransile
. ”

bowton floral

entoure

COTrTTRe

PLANTE ENTIERE Fune spathe

Figure 02:La morphologie de Crocus Sativus(Benayacheet al., 2013).
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3. Distribution Géographique

Les principales régions de culture sont : I’Iran (province du Khorasan), la Grece
(Macédoine), le Maroc (ville de Talouine) I’Espagne (Albacete, Alicante, La Mancha, Murcia),
I’Inde (dans les massifs montagneux du Cachemire). Ces pays sont les premiers exportateurs
mondiaux de safran. A plus petite échelle, on retrouve la France (Gétinais, Quercy), le canton du
Valais en Suisse, I’Italie, la région de Safran niolu en Turquie, 1’Azerbaidjan, la province de
Baloutchistan au Pakistan, la Chine, le Japon et la Pennsylvanie aux Etats-Unis (Figure 03)
(Benayacheet al., 2013).

Figure 03: principales nations productrices de safran (Benayacheet al.,2013).
4.Culture du safran

Le Crocus sativus posséde une végétation inversée, c'est-a-dire que les feuilles de safran
sortent de terre en septembre et la plante fleurit en octobre, puis se desséche en mai de I'année
suivante. C’est donc en automne, quand tous les autres végétaux s'endorment pour I'hiver, que le
safran fleurit. Il entre en dormance au printemps et son feuillage disparait complétement quand
éclatent les bourgeons de la plupart des plantes. Le safran est une plante de jours courts, pouvant
supporter des conditions climatiques tres séveres, adaptée aux régions a hiver froid et été chaud
et sec ; il peut résister a des températures inférieures a -10 °C ou supérieures a +40 °C durant

plusieurs jours (Chahine, 2014).

Le safran pousse idéalement s’il est exposé directement a la lumiére du Soleil, et
s’accommode mal a ’ombre (Deo, 2003). Il préfére les sols argilo-calcaires friables, laches, a

basse densité, bien arroses et drainés, ainsi qu'une forte teneur en matiére

(.



Chapitre 1. Géneéralité sur Crocus sativus

organique. Cependant, comme n'importe quel crocus de jardin, il s’accommode aussi des sols
Iégerement acides, supportant sans difficulté jusqu'a un pH de 6 (Lachaud, 2012). On utilise
traditionnellement des parterres sur éleves pour favoriser un bon drainage. D'un point de vue
historique, les sols étaient enrichis par I'application de pres de 20 a 30 tonnes d'engrais
organiques par hectare de terres. Aprés une période de dormance durant I'été, les cormes
envoient leurs feuilles étroites et commencent a bourgeonner dés le début de I'automne. Mais
c'est seulement au milieu de celui-ci que la plante commence a fleurie. La moisson des fleurs
doit étre tres rapide : apres leur floraison a I'aube, les fleurs fanent rapidement durant la journée).
En outre, le safran fleurit dans une étroite fenétre d'une a deux semaines (Willard, 2001). Il faut
approximativement 150 fleurs pour obtenirlg de safran sec. Pour produire 12 g de safran seché
(72 g avant séchage), il faut prés delkg de fleurs. En moyenne, une fleur fraichement coupée

fournit 0,03g de safran frais, ou 0,007g de safran sec (Deo, 2003).

La plantation a lieu de juillet a début septembre, les plantations tardives produisant
moins de fleurs. Les cormes étant enterrés entre sept et quinze centimétres de profondeur. La
profondeur et I'espacement, en corrélation avec le climat, sont deux facteurs critiques ayant un
impact sur le rendement des plantes. Ainsi, les cormes plantées les plus profondément
fournissent un safran de plus haute qualité, bien qu'ils produisent moins de bourgeons et de
cormes fils. Sachant cela, les producteurs italiens ont déduit qu'une profondeur de quinze
centimétres et un espacement de deux a trois centimétres entre les cormes favorisent le
rendement en stigmates, tandis que les profondeurs de huit a dix centimetres optimisent la
production de fleurs et de cormes (Willard, 2001). Les cormes du Crocus sativus ne survivent
qu'une saison. Leur période d'activité se situe de septembre a mai pour ensuite entrer en
dormance durant tout I'été. Chaque bulbe mere ne fleurit qu'une fois et engendre, avant de se
dessécher, plusieurs petits bulbes ou bulbilles qui produiront de nouvelles plantes. Ils vont puiser
leurs ressources dans le bulbe mére qui finira par mourir. Les nouveaux bulbes seront au nombre
de 2 a 10; ils doivent étre divisés manuellement, puis replantés. Ils grossissent tout au long de

I’automne et ensuite vient la période de dormance (Chahine, 2014).
5.Reécolte et rendement du safran
Ce sont les stigmates orange vif de la fleur qui constituent le safran. Il faut environ

120 000 fleurs pour obtenir 1 kg de safran sec. La récolte étant entierement manuelle, on

comprendra que c’est la plus chére de toutes les épices. En début de floraison, en septembre ou
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octobre, les fleurs sont coupées puis les stigmates sont prélevés et mis a sécher dans un local
aeré. lls sont ensuite conservés dans un bocal hermétique. Le rendement moyen d'un hectare de
safran dépend des conditions du milieu et de I’age de la safranicére et peut atteindre plus de 10
kg/ha. La durée de stockage du safran est longue si les conditions de conservation sont
optimales. La qualité du safran peut étre maintenue durant plus de 3 ans. Comme c'est une épice
hygroscopique, elle doit étre conservée dans un endroit sec, a l'abri de la lumiére et de l'air.
L'utilisation des conteneurs en verre colorés ou opaques, fermés hermétiquement et placés dans
un endroit sec constitue une bonne méthode de préservation de la qualité du safran (Chahine,
2014).

6. Compositions Chimiques

Le safran contient par exces de 150 composés volatiles aromatiques (terpénes, alcools
terpenes, esters...). Il posséde également des composés actifs non volatiles : caroténoides,
flavonoides (Quercitine et kaempferol), Zéanxanthine, Lycopene, Béta carotenes et
Polysaccharides. Parmi les caroténoides qui sont des composés non volatiles, il existe 3
métabolites secondaires : crocin et leurs dérivés, picrocrocin et le safranal(Liakopoulou-
Kyriakides et AKyriakidis, 2002).

Crocins (Ca4Hess024): sont des esters glucosyliques de la crocétine, solubles dans I'eau et sont

responsables de la couleur jaune-orangée de 1’épice.

Picrocrocin (Cis6H2607): c'est un glycoside et précurseur du safranal, responsable de la saveur et
le golt amere de I'épice.

Safranal (C10H140):¢’est un composant principal de I'huile essentielle distillée, aldéhyde mono-

terpénique, responsable de I'odeur et I'aréme (Kanakis, 2004 ; Srivastava et al., 2010).
7.L’usage du safran

7.1. En thérapeutique

Depuis I’Antiquité, des vertus thérapeutiques ont été attribuées au safran : sédatif
nerveux, stomachique, antispasmodique, diaphorétique, emménagogue, stimulant ,antioxydant,
anti-carcinogene, antidote, antidépresseur, anxiolytique,
aphrodisiaque, analgesique, anti-ischémique et effet anti-inflammatoire, utilisent également dans
certains traitement contre les affections sanguines, I’insomnie , la paralysie, les maladies

cardiaques, les flatulences, les indigestions et maux d’estomac, la dysménorrhée, I’aménorrhée et

divers désordres oculaires (Rahimi, 2015) .
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7.2.Anti-cancer et activité anti-tumorale
Les extraits de safran ont un effet anti tumoral in vivo et in vitro, contre plusieurs types

de cancer dont : le cancer colorectal, le cancer hépatocellulaire et le cancer de la prostate. Dans
les extraits de safran, les caroténoides sont les principes actifs. Les mécanismes anticancéreux du
safran ne sont pas encore bien élucidés mais plusieurs activités ont été proposés dont : la
promotion de I'apoptose, la réduction de la prolifération et de la synthése d'ADN des cellules
tumorales, la diminution de I'inflammation, la reduction du stress oxydatif et I'augmentation des
enzymes antioxydants. Les extraits de safran s’avérent non toxiques sur les cellules saines, mais
sélectivement cytotoxiques pour les cellules cancéreuses. De plus, le safran possede une activité
anti-mutagénique. La crocine, dérivée du safran dispose d'un effet inhibiteur puissant sur la
formation des colonies cellulaires tumorales. Il a ét¢ démontré que le traitement par 1’extrait de
Crocus sativus prolonge significativement, jusqu’a presque trois fois, la durée de vie des souris
traitées par la cisplatine (Chahine, 2014).
7.3. Anti-inflammatoire et analgésique

Le safran a longtemps fait partie des remedes traditionnelles pour son action en tant
qu’anti-inflammatoire et analgésique, il a soigné les otites, les douleurs anales, la goutte, les
gonflements, les douleurs dentaires (Hosseinzadehet al., 2013). Les effets suppressifs du safran
sont partiellement dus aux propriétés anti-inflammatoires de la crocine, du fait de son action
d’inhibition de plusieurs cytokines et d’enzymes inflammatoires (Bathaieet al., 2013).
7.4.Anti Alzheimer

Le principal constituant caroténoide, le trans-crocin-4, le digentibiosylester de la crocétine,
a inhibé la fibrillogenese A-beta formé par I'oxydation des fibrilles de béta-peptide amyloides
dans la maladie d'Alzheimer. L'extrait de Crocus a 1’eau : méthanol (50 :50, v / v) Les stigmates
de sativus ont inhibé la fibrillogenése A-beta dans une concentration et une durée de vie
constante a des concentrations inferieures a celles d'une autre diméthylcrocétine constitutive
(Rahimi, 2015).
7.5.Pression sanguine

Les extraits aqueux et éthanol des pétales de C. sativus ont réduit la pression sanguine de
maniere dose-dépendante (Fatehiet al., 2003).
7.6.Effets sur le flux sanguin oculaire et la fonction rétinienne

Les analogues de la crocine isolés de Crocus sativus ont été révélés pour augmenter le

flux sanguin par vasodilatation a la rétine et a la choroide, facilitant également la récupération de
la fonction rétinienne, empéchant ainsi la rétinopathie ischémique et la dégénérescence

maculaire liée a I'dge qui entraine une cécité (Bhargava, 2011).
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7.7.Effet sur le comportement d'apprentissage et la potentialisation a long terme

L'extrait de safran et ses deux ingrédients principaux, la crocine et la crocétine ont permis
d'améliorer la mémoire et les compétences d'apprentissage dans les troubles de I'apprentissage
liés a I'éthanol chez les souris et les rats. L'administration orale de safran peut étre utile dans le

traitement de troubles neurodégenératifs et de troubles de la mémoire associés (Rahimi, 2015).

7.8.Autres Utilisation
1. Safran Comme Teinture

Les colorants et les vétements colorés (pigment principal de safran sont I'a-crocin, un
caroténoide hydrosoluble). Le safran a été utilisé comme tache histologique, c'est-a-dire en tant

que colorant pour le tissu conjonctif (Srivastava et al., 2010).
2. Safran Comme Parfum

Un composé agréablement odoriférant, safranal, se développe pendant le processus de
séchage, probablement par une dissociatisation enzymatique ou thermique du composé amer,

picrocrocin (Srivastava et al., 2010).
3. Safran En Nourriture

Il remplit les fonctions d'une épice, en ajoutant son aréme faible, délicat, sa saveur

agréable et sa magnifique couleur jaune pour améliorer la palatabilité (Srivastava et al., 2010).
4. Coté Cuisine

Le safran est de plus en plus présent dans les cuisines. Il parfume avec subtilité viandes et
poissons, légumes, riz et pates, rehausse la saveur des desserts et apporte une couleur
exceptionnelle, jaune or, aux plats. Le safran ne révéle jamais ses saveurs instantanément : il a
besoin d’infuser une demi-heure minimum pour développer ses aromes. L’infusion de safran
dans un liquide acide (citron), du lait, de la créme fraiche, ou une sauce chaude, permet
d’introduire 1’épice dans un plat en fin de cuisson et de lui éviter ainsi la dégradation due a un
long mijotage. Le safran ne supporte ni la friture, ni 1’ébullition prolongée. L’acidité optimise
son golt, les corps gras le fixent. Le safran peut étre mélangé avec d’autres aromes et épices
(thym, ail, anis, cannelle, gingembre), il va alors agir comme exhausteur de godt (Chahine,
2014).
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Chapitre 11. Generalité sur les metabolites secondaires

Les métabolites secondaires, ils sont des substances qui produites par les plantes en tant que
produits chimiques de défense (Kabera et al., 2014 ; Kumar et al., 2014). lls sont considérés
comme des sources uniques pour les additifs alimentaires des produits pharmaceutiques, des saveurs
et d'autres valeurs industrielles (Tiwari et Rana, 2015). Leur absence ne cause pas de mauvais
effets aux plantes. lls comprennent les alcaloides, les phénoliques, les stéroides, les huiles

essentielles, les lignines, les résines et les tanins, etc (Kumar et al., 2014).

Les métabolites secondaires sont des composés dérivés bio synthétiquement des métabolites
primaires. lIs ne sont pas nécessaires a la croissance et au développement normal des plantes, et de
plus, ne sont pas réalisés par des voies métaboliques communes. Dans le regne végétal, ils sont
limités a I'occurrence et peuvent étre limités a un genre, espéce ou famille de groupe taxonomique
particulier. Les métabolites secondaires sont accumulés par les cellules végétales dans des qualités
plus petites que les métabolites primaires. Ces métabolites secondaires sont synthétisés dans des
cellules spécialisées a des stades de développement particuliers rendant I'extraction et la purification
difficiles (Kumar et al., 2014).

1. Classification Des Métabolites Secondaires
1.1. Composés Phénoliques

Les composés phénoliques constituent une des principales classes de métabolites
secondaires (Tapas et al., 2008). lls sont caractérisés par le fait d'avoir au moins un cycle
aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyle attachés directement a un cycle benzene. Ce
sont des dérivés hydroxylés de I'acide benzoique, présents sous forme d'esters et de glycosides
(Sandhar et al., 2011).

Les phénoliques constituent Plus de 8000 structures ont été signalées et elles sont largement
dispersées dans tout le regne végetal ; et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogénese, la germination des graines et la maturation des fruits.
Ils sont des molécules biologiquement actives, ils sont largement utilisés en thérapeutique comme
vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et antimicrobiens
(Djemai, 2008).

[ 1L



Chapitre 11. Generalité sur les metabolites secondaires

1.2. Principales classes des composés phénolique
1.2.1. Acides Phénoliques

Les acides phénoliques sont des métabolites végétaux secondaires aromatiques largement
répartis dans tout le regne végétal (Saxena et al., 2012). lls peuvent étre divisés en deux groupes
principaux, les acides hydrox benzoiques et hydrox cinnamiques, dérivés des molécules non
phénoliques de I'acide benzoique et de I'acide cinnamique, respectivement (Heleno et al., 2015). Les
acides benzoiques ont sept atomes de carbone (C6-C1) et sont les acides phénoliques les plus
simples trouvés dans la nature. Les acides cinnamiques ont neuf atomes de carbone (C6-C3)
(Abdelrazag, 2013). Les acides hydrox cinnamiques sont plus fréquents que les acides hydrox
benzoiques et se composent principalement d'acides p- coumariques, caféins, feruliques et

sinapiques ( Figure 04).

Figure 04: Structure de base des composés phénoliques (Gervaise, 2004).
1.2.2. Flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées
répondues chez les végétaux ; on les trouve dissoutes dans la vacuole a I'état d'hétérosides ou
comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes (Guignard, 2000).Ces métabolites
secondaires, sont reconnus comme les pigments qui colorent la plupart des fleurs, des fruits et des

graines (Ferreyra et al.,2012).

En ce qui concerne la structure des flavonoides sont principalement formés un squelette a 15
atomes de carbone (C6-C3-C6), correspondant a la structure du diphénylpropane et des atomes de

C15 composés de deux cycles aromatiques reliés par un cycle pyrane hétérocyclique :C6 (A et B) et
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d'un cycle hétérocyclique (C) contenant un atome d'oxygéne (Figure 05) (Collin, et Crouzet, 2011
; Saxena et al., 2012).

Figure 05: structure chimique des flavonoides (Belloum, 2007).
1.2. 3. tanins

Les tanins sont généralement définis comme des substances poly phénoliques solubles dans
I'eau (20-35 ° C) et ont une capacité liee a des protéines qui forment des complexes insolubles ou
solubles de tannin-protéine. En conséquence, des tanins capables de complexer avec des
polysaccharides (cellulose, hémicelluloses et pectine) et des acides nucléiques, des stéroides, des

alcaloides et des saponines (Hassanpour et al., 2011).

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents

par leur structure aussi bien que par origine biogénique.
1.Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables(gallotannins et ellagitannins) sont des molécules qui contiennent un
carbohydrate, généralement du D-glucose, comme noyau central (Hassanpour et al., 2011). lls
peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique. lls liberent alors
une partie non phénolique (souvent du glucose ou de ’acide quinique) et une partie phénolique qui
peut étre soit de I’acide gallique (cas desgallotannins) soit un dimere de ce méme acide, I’acide

ellagique (cas des tannins ellagiques ou ellagitannins) (Figure 06) (Macheix et al.,2005).
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Figure 06: Structure générale de tanins hydrolysables (Makkar, 2003).
2. Tanins condensés

Les tanins condensés : appelés aussi pro anthocyanidine, sont largement répandus dans
I’alimentation humaine. Ces tanins sont des oligoméres ou polyméres de flavan-3ols qui ont la
propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de la liaison inter

monomeérique (Figure 07) (Sour, 2016).

Figure 07: Structure genérale de tanins condenses (Makkar, 2003).

1.2.4. Alcaloides

Les alcaloides constituent une classe importante de composés structurés diversifiés qui ont I'atome
d'azote dans le noyau hétérocyclique et qui sont derivés des acides aminés. Le terme« alcaloides» a
été inventé par le chimiste allemand Carl F. W. Meissner en 1819 et le mot est dérivé du nom arabe

al-kaly qui est lié a la plante dont la soude a été isolée en premier. Environ 10-15% des plantes
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vasculaires synthétisent des alcaloides. Les familles qui ont une tendance marqueée a synthétiser des
alcaloides se rencontrent aussi bien chez les monocotylédones que chez les dicotylédones. Le plus
souvent, les alcaloides se trouvent dans les plantes sous la forme de sels d’acides organiques
solubles dans I’cau. Les alcaloides ont profondément influencé I'histoire humaine en raison de leur
large éventail d'effets physiologiques sur les animaux et de propriétés pharmacologiques telles que
les antibiotiques, les anticancéreux et leur exploitation potentielle comme stupéfiants, poisons et
stimulants. Jusqu'a ce jour, environ 12 000 alcaloides sont isolés de différents genres de régnes
vegetaux (Figure 08) (Kaur et Arora, 2015).

o CHs
H - Nf
N
o rlq N
CH-

Figure 08 : Structures chimiques de alcaloides (Bruneton, 2009).
1.2. 5. Terpénoides

Les terpénoides composes d'unités «isoprénoides» constituent I'un des plus importants
groupes de produits naturels, représentant plus de 40 000 composeés individuels, et plusieurs
nouveaux composés sont découverts chaque année. La plupart des terpénoides sont d'origine
vegétale ; Cependant, ils sont également synthétisés par d'autres organismes, tels que des bactéries et
des levures, dans le cadre du métabolisme primaire ou secondaire (Thoppil et Bishayee, 2011). Les
terpénes sont subdivisés, selon le nombre d'entités isopréne qui sont incorporés dans leurs structures,
en monotepenes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpenes (C30)
(Figure 09) (Kabouche, 2005).
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Figure 09 : Structure chimiques deterpénoides (Hopkins, 2003).
1.2.6. Saponosides

Les saponosides ousaponines (du mot latin sapo est signifié savon), ont recu leur nom du fait
qu’elles produisent une mousse semblable a celle du savon (Hart et al., 2008).Ces ont des
glycosides terpéniques, ayant un poids moléculaires élevé. Elles se composent d’une fraction
aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique ou triterpénique) liée & une chaine mono ou
polysaccharidique hydrophile (Wallace, 2004).

Les saponosides ont des propriétés physicochimiques (émulsification, solubilisation,) et
biologiques (antioxydant, antimicrobien, hémolytique,...), elles ont utilisés dans 1’industrie

pharmaceutique, cosmétique et dans la nourriture (Justin et al., 2014).
1.2.7. Anthraquinones

Les anthraquinones sont des principes assez fréquents chez les Rubiaceae. Elles
appartiennent a la famille des anthracénosides et existent dans les plantes a 1’état de génine libre ou
sous forme d’hétéroside. Ces composés sont constitués de trois cycles accolés, dont un des cycles est
le plus souvent oxydé (Figure 10). Les cycles benzéniques peuvent porter une ou plusieurs
fonctions hydroxyles, carboxyles, méthyles, méthoxyles, hydroxymeéthyles et former des O-
hétérosides avec différents sucres Figure 10)(Bertille,2011).
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Figure 10 : Structure chimiques de Anthraquinones (Bertille, 2011).
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Chapitre 1. Matériel et méthodes

I. Matériel
I. 1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude, est les feuilles de Crocus sativus
(Figurell)Les feuilles sont récoltées au Décembre 2020 a partir la région d’Hassi Khalifa,
Wilaya El-oued(sud-est d'Algérie). Les feuilles ont été séchés a 1’air libre et a température
ambiante et a ’abri de la lumiére pendant 36 jours, puis broyées a 1’aide d’un broyeur électrique

et conservées a sec dans des boites en verre, a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

Figurell : les feuilles de Crocus sativus

1.1.2. Bactéries

1.Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

Ce sont des cocci Gram positif appartenant a la famille des Micrococcaceae avec un
diametre de 0.5 & 1.5 um, de forme non sporulée qui tendent a se grouper en paires et en petites
chaines et habituellement non capsulée ou possédant des capsules limitées. Elles sont anaérobies
facultatives. Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires de
blessures, endocardite aigue et intoxication alimentaire (Dworkin et Falkow,2006).
2.Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)

Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies et mobiles
grace a la présence de 1 a 2 flagelles. Ces bactéries synthétisent deux principaux types de
pigments pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine: jaune vert. Il s’agit de bactéries résistantes a

plusieurs antibiotiques(Percival et al.,2004 ).
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3.Bacillus subtils (ATCC 6633)

Ce sont Gram négatif, largement présente dans la nature, elle fait également partie de la

flore intestinale microbienne, et peut étre utilisé sans aucun probléme dans les laboratoires
d’analyse (Danja, 2016).

I.2.Matériel non biologique

Les matériels non biologiques utilise durant cette étude sont résumés dans le tableau 1.

Tableaul: Liste des matériels non biologiques utilisé pendant de travail.

Réactifs et produits chimiques Appareils

Acide Ascorbique (Vitamine C)
Acide Sulfurique
Alcl3 2%
Chloroforme
Copeaux De Magnésium

DMSO
DPPH

Ethanol

Fecl3 1%

Fecl3 2%

Ferricyanide De Potassium

Agitateur magnétique
Autoclave

Bain Marie
Gélose Mueller-Hinton

HCL

Etuve

Spectrophotometre
L’eau Physiologique

Méthanol
Na2C0O3 7.5 %
NH40H
Réactif De Folin-Ciocalteau
Réactifs De Mayer
TCA
Tampon phosphate pH 6,6
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I1. Méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisé au sein du laboratoire "n°12 toxicologie”, Au
Département de Biologie Cellulaire et Moléculaire faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Université de El-oued. Nous avons suivi les étapes mentionnées dans la Figure 13.

Feuilles de C. sativus

Extraction par ultrasons Extraction par macération

N\ J
Y

[ Extraits bruts ]

Analyse Dosage des Evaluation de Activité
phytochimique COMposés Pactivité antimicrobienne
phénoliques antioxydante

| '

[ Polyphénols I [ Flavonoides ] Plegeagedu radical Réduction du fer
DPPH- (FRAP)

——

Figurel2 : Schéma résumant le protocole utilisé
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11.1. Préparation des extraits
1. Extraction par Maceération

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner
la matiére végétale (broyat) dans 1’éthanol aqueux pour extraire les principesactifs (composés
phénoliques et flavonoides). Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit
par (Vuorela, 2005).

Les feuilles séchées (1,5 g) sont soumises a une extraction par macérations successives utilisant
(45 ml) de solution hydro-alcoolique (éthanol-eau : 8/2). Les Feuilles sont macérées pendant 24
heures a la température ambiante du laboratoire et a 1’abri de la lumiére et répétée trois fois.
Apreés chaque macération 1’ensemble est filtré sur du papier filtre. Les filtrats sont évaporés grace

a dans Etuve pour obtenir des extraits secs.
2. Extraction par ultrasons

L’extraction par sonication est une méthode simple, efficace et peu couteuse, car il est
facile de la réaliser dans des équipements de laboratoire communs (bains a ultrasons).
L’échantillon broyé est mélangé avec le solvant approprié dans un récipient et placé dans un bain
a ultrasons, ou la température de travail et le temps d’extraction sont réglés (D’Alessandroet al.,

2014).

Les feuilles séchées (1 g) ont placé dans un erlenmeyer de 100 ml avec 2 ml d'eau distillée
et 8 ml éthanol, sous agitation et placé dans un bain thermostaté a 30°C pendant 15 min et
répétée trois fois. Filtré sur du papier filtre. Les filtrats sont évaporés grace a dans Etuve pour

obtenir des extraits secs.
3. Rendement des extraits secs

Calcul du rendement des extraits : Le rendement en pourcentage de la plante en extrait sec

a été calculé par la formule :

R(%) = (M / M0) x 100

¢ R(%) : rendement en pourcentage.
e M : masse en gramme de |’extrait sec obtenu apres évaporation du solvant d’extraction.

e MO : masse en gramme du matériel végétale seche initiale.
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11.2. Tests phytochimiques

Nos études ont porté sur la recherche des principaux groupes chimiques (polyphénols,
alcaloides, tanins, flavonoides, anthraquinones, terpénoides, saponines) par des réactions en
tubes. Afin de mettre en évidence la présence ou 1’absence de certains composés appartenant aux
familles chimiques des métabolites secondaires, nous avons realisé des tests phytochimiques
spécifiques fondés sur des réactions de coloration, de turbidité ou de précipitations, par des

réactions en tubes (Halla, 2016).
1.Polyphénols

Dans un tube a essai, introduire 0,5 ml d’extrait a analyser et ajouter quelques gouttes
solution aqueuse de FeClI3 a 2 %. La présence des polyphénols est indiquée par une coloration
verdatre ou bleu-noiratre (Habibou et al.,2018).

2.Flavonoides

Dans un tube a essai, ajouter 0,5 ml d’extrait et ajouter 0.5ml de I’acide chlorhydrique
concentré (HCIl) et quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose, rouge

ou jaune revele la présence des flavonoides (Najjaa et al., 2011).
3.Alcaloides

Dans un tube a essai, introduire 0.5 ml de ’extrait et ajouter quelques gouttes de HCI et
ajouter 0,5ml de réactif de Mayer dans I’apparition d’un précipité blanc ou brun respectivement

révele la présence des alcaloides (Habibou et al.,2018).
4.Tanins

Dans un tube a essai, introduire 0,5 ml d’extrait et ajouter 0,25 ml d’une solution aqueuse
de FeCl3 a 1 %. La présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiratre
(Dohou et al., 2003).

5.Anthraquinones

Dans un tube a essai, ajouter 0.5 ml de I’extrait et ajouter Iml de NH4OH (10%) puis

agiter. Une coloration violette indique la présence des anthraquinones (Catier et Roux,2007).
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6. Terpénoides

Dans un tube a essai, ajouter 0,5 ml de I’extrait et ajouter 0,4ml de chloroforme et 0,6 ml
d’acide sulfurique. La formation d’un anneau marron-rouge a I’interphase indique la présence

des terpénoides (Bhat et al., 2005).
7.Saponines

Dans un tube a essai, introduire 5 ml d’extrait et agité pendant 15 secondes puis laissé le
mélange au repos pendant 15min. Une hauteur de mousse persistante supérieure a 1cm indique la

présence des saponines (Koffi,2009).
11.3.Dosage des composés phénoliques

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux et des flavonoides des différents extraits
sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire des courbes d’étalonnage et

exprimées en mg équivalent par g de la matiere végétale seche (Abudunia, 2018).
1. Dosage des polyphénols totaux

1.1. Principe

Le réactif utilisé est le réactif de Folin-Ciocalteu, c’est un mélange de complexe des acides
phosphotungsténe (HsPW12040) et phosphomolybdéne (H3PMo012040) de couleur jaune. Le
principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par ceréactif, elle
entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungstene de couleur bleu qui absorbe
a 760 nm, le dosage de polyphénols est effectué par la comparaison de la D.O observé a celle
obtenus par un étalon d’acide gallique de concentration connue(Muanda, 2010).
1.2. Mode opératoire

Dans un tube a essai, introduire 0,2 ml d’extrait avec 0,8 ml d‘une solution de carbonate de
sodium (Na.COz) a 7.5% avec 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) diluant. Les tubes sont
agites puis ensuite incubés pendant 30 min a température ambiante .La lecture des densités
optiques est réalisée a 1‘aide d‘un spectrophotométre contre un blanc a 765 nm. Les expériences

sont répétées en 3 fois (Figureld).
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0,2 ml de I'échantillon (extrait)

!

+ 1 ml de réactif Folin Ciocalteu dilué 10 fois

U

+ 0,8 ml de solution de Na2COs (7.5 %)

U

Agitation des tubes

1l

Incubation pendant 30 min

!

Lecture d I'absorbance & 765 nm

Figurel3: Protocole du dosage des polyphénols totaux

1.3. Expression des résultats

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire y =a x+b réalisé par un standard étalon « acide gallique » a différentes concentrations et
exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (mg

EAG/mg d’extrait).
2. Dosages des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée en utilisant la méthode

colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AlCls) (Yahiaouiet al., 2018).
2.1. Principe

Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude

forme un complexe de couleur rose absorbe dans le visible a8 510 nm (Hireche et al., 2013).
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2.2. Mode opératoire

Le dosage des flavonoides et les étalons de quercétine a été realise selon la méthode de
(Djeridane et al., 2006), 0,5 ml de 1’échantillon mélangé avec 0,5 ml AIClz a 2%, apres
incubation de 1h a température ambiante, 1’absorbance de I’échantillon est mesurée a 420 nm par

rapport au blanc préparé de réactif. Chaque analyse est répétée trois fois (Figurelb).

[ 0.5 ml de I'échantillon (extrait) ]

!

+0,5 ml AICIs (2%)

)
—/

N

Incubation pendant 1h

I

[ Lecture de I'absorbance a 420 nm ]

Figurel4: Protocole du dosage des flavonoides
2.3. Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire
y = a x+b réalisé par un standard étalon « la Quercétine » a différentes concentrations et
exprimée en microgrammes d’équivalents de la Quercétine par milligramme d’extrait (mg

EQ/mg d’extrait).
11.4. Evaluation de ’activité antioxydant

Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer, in vitro, I'activité antioxydant des huiles
essentielles, des composes phénoliques, des aliments et des systémes biologiques. La plupart de
ces meéthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration d'un réactif dans un milieu
réactionnel. La méthode du piégeage duradical libre DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazil) est la

plus simple a réaliser in vitro(Hammoudi et al.,2012).
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11.4.1. Test de piégeage du radicale libre DPPH (2.2 diphenyl-Picrylhydrazyl)

1-Principe

Le DPPH (2.2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical stable qui possede un électron
célibataire sur I’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic d’absorption
spectral maximal a 517nm. En présence d’antioxydant 1’électron célibataire devient apparié, ce

qui conduit a la décoloration de DPPH du violet (forme radicalaire DPPH-) au jaune (forme

réduite DPPH-H) (Figurel6) (Malki, 2017).

NQ, NO,
' H

O;N N—N + A-H = O,N N—N + A"
NO, NO,

)

VIOLET JAUNE

Figure 15 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH« entre I’espéce radicalaire
DPPH- et un antioxydant (Fettah, 2019).

2. Préparation de délutions d’extrait
Des dilutions dans méthanol va préparer a partir de 1’extrait brute (solution mere 20
mg/ml) pour différentes concentrations de 10mg/ml, 7,5 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1mg/mi,

0,5 mg/ml.
3. Mode opératoire
L’activité de la réduction du radical DPPH a été mesurée selon le protocole suivant :

v'Dans un Erlenmeyer Une solution mere de DPPH a été préparée par solubilisation de 2,4
mg de DPPH dans100 ml de méthanol Ensuite, nous le mettons dans un agitateur
magnétique. Pendant 30 minutes a vitesse moyenne.

v'Dans tubes on ajouter 1950 pl de la solution du DPPHe et on ajoute 50 pl pour extrait a

différentes concentrations.
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v Les expériences sont répétées en 3 fois.
v'Préparation du tube control : 50 pl du méthanol avec 1950 ul de la solution du DPPH.
v’ Incubation les tubes pendant 15 min a température ambiante et a I’obscurité.

v'Mesure de ’absorbance a 517 nm au spectrophotomeétre.
4. Expression des resultats

Les résultats peuvent étre exprimes en tant que 1’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des

radicaux libres en pourcentages (%) en utilisant la formule suivante:

DPPH(%)=[ ( Abs contrdle — Abs échantillon ) / Abs contréle]x 100

e Abs contrdle : absorbance en absence de l'inhibiteur (contrdle négative)

e Abs échantillon : absorbance en présence de I'inhibiteur (échantillon)

L’¢étude de la variation de I’activité anti radicalaire en fonction de la concentration des
extraits, permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (ICsg), une
faible valeur de la ICso correspondant a une grande efficacité de 1’extrait .Le calcul des ICso a été
réalisé graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés ; pourcentages d’inhibition
en fonction de différentes concentrations des fractions testées. La valeur de la ICsg est exprimeée

en mg/ml (3 répétitions pour chaque concentration)(Fettah, 2019).
11.4.2.Réduction du fer par la méthode FRAP (Ferric reducing antioxydant power)
1-Principe

La méthode FRAP est basée sur la réaction de réduction de fer ferrique (Fe3*) présent dans
le complexe KsFe(CN)6 en fer ferreux (Fe?*) par un antioxydant, la réaction est révélée par le
virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe®*) a la couleur bleue - vert du fer ferreux

(Fe?").L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm (Figurel7)

(Bakli etal.,2018).
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Figurel6 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP (Bakli et al. ,2018).
2. Préparation de délutions d’extrait

Des dilutions dans méthanol va préparer a partir de 1’extrait brute (solution mére 60
mg/ml) pour différentes concentrations de 10mg/ml, 7,5 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1mg/ml,
0,5 mg/ml.

3. Mode opératoire

Nous avons suivi la technique de (Bakli et al., 2018),qui consiste a prélever 0,250 ml des
extraits a différentes concentrations et avec 0,625 ml d’une solution tampon phosphate a (pH
6,6) et 0,625 ml d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)6 a 1%. Le tout est incubé
a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante. 0,625 ml d’acide
trichloracétique sont ajoutés pour stopper la réaction. 0,625ml les mélanger sont ajoutés a
0,625ml d’eau distillée et 0,125ml d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H20) a 1%. La

lecture des absorbances se fait par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 700nm.
I1.5.Evaluation de I'activité antimicrobienne

Afin d’évaluer ’activité antimicrobienne d’extrait éthanol, nous avons utilisé la méthode
de diffusion en milieu gélosé (méthodes des disques), dont le principe est la détermination de la
sensibilité ou la résistance des souches microbiennes vis-a-vis des différents extraits
(Boudjouref ,2011).

11.5.1. Milieux de Culture

Le milieu de culture utilisé pour la réalisation des tests antimicrobiens est la gélose de

Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries.
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11.5.2. Revivification des souches bactériennes

La revivification des souches est une étape nécessaire avant leur utilisation car leur activité
biologique est nulle. Donc, elle a pour but I’obtention d’une culture jeune et pure. Elle consiste a
ensemencer en stries la surface de la gélose nutritive préalablement coulée et solidifiée dans les
boites de Pétri quelques colonies des souches conserveées. Les boites de Pétri renfermant chacune

une souche de bactérie sont incubées a 37°C pendant 24 h.
11.5.3. préparation des dilutions

A partir des cultures jeunes préparées, on préleve quelques colonies des bactéries dans 5

ml d’eau physiologique stérile. On agite ensuite les tubes au vortex pendant quelques secondes.
11.5.4. Préparation des milieux de culture avec des suspensions bactériennes

Cette étape consiste a liquéfier le milieu de culture Mueller-Hilton dans un bain marie,
puis, on coule aseptiquement les milieux en surfusion dans des boites de Pétri a 4 mm par boite.
On laisse refroidir et solidifier sur la paillasse puis, on réalise I’ensemencement par
écouvillonnage a 1’aide d’un coton-tige stérile contenue des suspensions microbiennes et on

verse en tournant la boite (Joly et Reynaud, 2003).
11.5.5. Procédure

Les disques stériles sont imprégnés de différentes solutions d’extrait préalablement
dissouts dans le diméthylsulfoxyde (DMSO). A I’aide d’une pince stérile les disques sont
déposés a la surface. Aprés diffusion, les boites sont incubées pendant 24 heures a 37 °C. Apres
I’incubation D’effet d’extrait se traduit par 1’apparition autour de disque d’une zone circulaire

transparente (en mm). Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible.
11.6.Analyse statistique

Les données expérimentales obtenues du dosage et de 1’évaluation des activités
biologiques ont été exprimées par une moyenne et plus ou moins I’écart type a ét¢ déterminé en

utilisant I’Excel 2007.
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Ces derniers temps, 1‘évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a
augmenté considérablement en Algérie. Cela montre que les molécules isolées a partir des
plantes médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées en thérapie alternative ou
comme modele pour la synthese de nouvelles substances. Les plantes médicinales restent une

source fiable des principes actifs connus pour leurs propriétés thérapeutiques (Houghton, 2000).
1. Rendements d’extractions

La préparation des extraits éthanoliques de la plante étudiée (Crocus sativus) a été
réalisées en utilisant deux méthode (macération et ultrason). Les différents rendements obtenus,

sont reportés dans le tableau 2.
Tableau 2 : Rendement des extraites

Méthodes
Rendements (%o)
d’extraction

e
e

Les extractions des différents composés les plus abondants dans notre plante nous ont

permis de calculer le rendement des extraits, eau/méthanol. Les résultats obtenus pour les extraits
montrent que le rendement le plus élevé a été obtenu dans I’extrait des feuilles par macération

égal 22%.

D’aprés 1’étude de Marref, (2019) le rendement d'extrait méthanolique des feuille de
Gladiolus segetum de la méme famille (Iridacaea) par macération égal 7,5 %, cette valeur est
faible par rapport a notre résultats Cette différence explique par :La quantité de masse séche de
départ et probablement a la nature et la polarité des solvants utilisés pour I’extraction et la
diffusion du solvant dans la poudre des plantes dans 1’étape de macération (Barroso et al.,
2014). et des propriétés chimiques des molécules a extraire (Michel et al., 2012).

En raison des conditions de stockage de plante, Degré de maturité, situation
géographique (De Santis et al., 2018), Les conditions climatiques de la région, le temps
d’extraction, le degré d’agitation Parce que de nombreux composés végétaux sont affectés par

des facteurs externes tels que la lumiere et la température (Bouckouka, 2016).
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~ Activité physiologique de la plante pendant ses stades de croissance, aprés avoir
augmenté la production ou transformé un composé chimique en un autre composé, car cela
affecte le rendement (Ebrahimi et al., 2008). En plus de I'exposition des plantes a divers stress,
qui jouent un réle dans le changement de la nature et de la qualité du composant produits en

quantité et qualité (Hadj Hammou et al.,2019).
2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimique que nous avons réalisé, nous ont permis de mettre en évidence la
présence de métabolites secondaires dans notre plante (Crocus sativus). La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de
précipitation, un changement de couleur spécifique. Les résultats obtenus sont représentés dans

le tableau 3.

Tableau 3: Résultats des tests phytochimique des feuilles de Crocus sativus.

Métabolites testés Résultats macération Reésultats ultrason
polyphénols + -+
Flavonoides + +

Tanins + +
Alcaloides + +

Anthraquinones - -
Terpénoides + +

Saponosides - -

(-) : absence(+) : présence

Les résultats des tests phytochimiques des extraits éthanoliques des feuilles Crocus
sativus ont révélés la présence tanins, flavonoides, alcaloides, terpénoides et polyphénols. Ces
résultats sont en accord avec les résultats de Kassak, (2014)qui est montré la présence,

flavonoides, tanins, terpénoides et polyphénols mais absences alcaloides et tanins.

De plus, I’analyse phytochimique faite par Marref, (2019) sur 1°extrait méthanolique des
feuilles de Gladiolus segetum de la méme famille (Iridacaea)montre la présence des polyphénols,
flavonoides, terpénoides et anthraquinones et absences alcaloides et tanins ces résultats ont

montré une légére différence avec nos résultats.
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Le criblage phytochimique réalisé par Hoang et al.,(2020) a montré que I'extrait
méthanolique des feuilles Iris sp contient des polyphénols, flavonoides, stéroides, terpenoides et
anthraquinones et absences alcaloides et tanins ces résultats different a nos résultats.

Cette différence dans tests phytochimiques s’explique par les méthodes d'extraction et leur
séparation des tissus végétaux Et des produits naturels extraits de plantes(Arnason et al., 2013).
L'absence de certains composeés (alcaloides et tanins) dans la plante peut s'expliquer par la faible

solubilité du solvant utilisé.

En parallele, on note la présence de tanins, ce composé qui donne un godt amer a feuilles
et les rendent impropres a la consommation pour les insectes ou le bétail (Eberhard et al.,
2005). Les plantes peuvent produire des substances phénoliques (tannoides) en réponse a un
stress environnemental, suscité par différents facteurs : déficience en éléments nutritifs,

sécheresse, sur-chauffage (températures élevées) et I'intensité lumineuse (Rira, 2006).

La présence des alcaloides peut expliquer des activités biologiques diverses (Milcent et
Chau, 2003). Ils ont joué a faibles doses le role d'anesthésique locaux, d'analgésique,
d'antibiotiques, d'antiparasitaires, d'antipaludique, d'anti-tumoraux et d'amoebicides (Chenni,
2010).

La famille des Iridacaea avec de nombreux composés chimiques de métabolites
secondaires tels que les flavonoides possédent des propriétés pharmacologiques remarquables.
Cela pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques et son utilisation en médecine
traditionnelle.

Le potentiel d’une plante médicinale est attribué a [’action de ses constituants
phytochimiques. 1ls sont produits comme métabolites secondaires, en réponse au stress
environnemental ou pour assurer un mécanisme de défense aux agressions provoquant des
maladies chez les végétaux (Mohammedi, 2013). En effet les flavonoides jouent un réle dans la
coloration des végétaux ,aussi ils possedent des réles tres importants dans les plantes dont elles
protégent les plantes contre le stress hydrique et génere une tolérance des plantes aux métaux
lourds présente dans les sols. Hors la plante, les flavonoides possedent plusieurs effets
pharmacologiques. Les flavonoides protégent les aliments d’origine végétale de 1’oxydation, ce

sont des antioxydants réputés pour leur action anti radiculaire (Makhloufi, 2010).
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3. Dosage des composés phénoliques
3.1. Teneur en polyphénols totaux

La quantification des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu a été faite en
fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire réaliser par un standard (acide gallique) a différentes
concentrations a l'absorbance 765 nm, et exprimée en milligramme d’équivalents d’acide

gallique par milligramme d’extrait (mg EAG /mg d’extrait).

Les quantités des polyphénols correspondantes dans les extraits ont été déterminées par
I’équation : y =2, 328x -0.001 R?=10,999

A partir de la courbe d’étalonnage (Figurel8),0on a obtenu des quantités en phénoliques
totaux qui varient entre 4,14 + 0,008mg EAG /mg d’extrait éthanolique par macération et 4,25 +
0,012mg EAG /mg d’extrait éthanolique par ultrason. Ceci indique que la teneur en phénoliques

totaux de ’extrait de 1’ultrason est élevée par rapport a celle de I’extrait de macération.

0.3 /
0.25 y = 2,328x- 0,001 /
2:
g 0.2 R*=0,999
wn
8 el
.« 0.15
Q
c /
s 0.1
S
.<Q 0.05
0 T T T T T T 1
0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14
-0.05 .
Concentration en mg/ml

Figure 17: Courbe d'étalonnage d’acides gallique pour le dosage des phénols totaux

La figurel9, montre que I’extrait des feuille ultrason renferme le taux le plus élevé en
polyphénols 4,2 mg E acide gallique par mg d’extrait. Tandis que I’extrait des feuille macération

présentent une teneur 4,1 mg E acide gallique par mg d’extrait.
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Figure 18: La teneur des polyphénols totaux en mg EAG/mg d’extrait feuille de Crocus sativus

Les résultats de dosage de polyphénols montrent que 1’extrait éthanolique est peu riche en
polyphénols. Cette résultat est inférieur a celle publié par Jadouali et al., (2018) sur I'extrait
méthanolique de feuille de Crocus sativus(81,69 + 1,58 mg EAG /mg E).

Par contre la teneur en polyphénols trouvé par Baba et al.,(2015) sur extrait éthanolique
de feuille de Crocus sativus est de I'ordre de 5,62 + 0,60 mg EAG/mg E cette valeur est supérieur
a ceux trouvé dans notre échantillon.

Dans I’étude de Lahmass et al.,(2018)les taux de polyphénols dans les extraits
éthanolique prépare a partir du feuille sec et Feuille verte de Crocus sativus, sont d’ordre de
23,32 + 0,06 ng GAE/mg E et 17,86 = 0,077 pg GAE/mg E, respectivement. Ces résultats sont
tres bas par rapport aux résultats obtenus au cours de notre étude.

Cependant, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car
plusieurs facteurs peuvent influencer la concentration des composés phénoliques dans nos
extraits. La répartition des polyphénols se trouve sous I’influence de plusieurs facteurs,
notamment climatique (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité qui
stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les polyphénols), géographique,
qualité du sol, profondeur ... etc (Ebrahimi et al., 2008). De plus, le mode d’extraction (solvant
d’extraction et température), peut également influencer sur la teneur en polyphénols totaux (Lee
et al., 2003 ; Conde et al., 2009).

La teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques

(génétiques) et extrinséques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la
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récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al., 2008), aussi dépendent a l'organe analysé, et
les conditions d'échantillonnage (Schlesier et al., 2002). Les différentes maladies qui peuvent
affecter la plante (Park et Cha, 2003).

Neéanmoins, plusieurs chercheurs ont attiré 1’attention a la possibilité de 1’oxydation des
composés phénoliques si le temps d’extraction est long, ce qui peut mener a I’inverse des
résultats escompteés (teneurs trés basses) (Yap et al., 2009).

3.2. Teneur des Flavonoides

Le dosage des flavonoides a ¢été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3). L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 420 nm. La courbe d’étalonnage de

quercétine representés dans figure20. Ayant I’équation : y = 11,79x +0.057 Rz =0,980.

14

y=11,79x + 0,057
1.2 R2=0,98 %
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Figurel9 : Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux

A partir de la courbe d’étalonnage, on a obtenu des quantités en flavonoides totaux qui
varient entre 1,42 + 0,004mg EQ /mg d’extrait éthanolique par macération et 1,3 + 0,004mg EQ
/mg d’extrait éthanolique par ultrason. Ceci indique que la teneur en flavonoides totaux de
I’extrait éthanolique par macération est ¢élevée par rapport a celle de D’extrait par

ultrason(figure21).
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Figure20 : La teneur des flavonoides totaux en mg EQ/mg d’extrait

Les résultats de dosage de flavonoides montrent que 1’extrait éthanolique est posséde une
quantité petite en flavonoides (1,42+ 0,004 mg EQ /mg E). Cette quantité est supérieur a celle de
feuille de la plante Gladiolus segetumde famille Iridaceae (39,79+2,36 ug EQ/mg E)(Marref,
2018).

Dans I’étude par Baba et al., (2015)sur d’extrait éthanolique de feuille de Crocus sativus
les taux des flavonoides sont 1,61 + 0,12 mg EQ /mg E. Ces résultats sont Haute par rapport aux

résultats obtenus au cours de notre étude.

Dans d'autres recherches sur les feuilles de Crocus sativus par Jadouali et al.,(2018). Les
résultats montrent que 1’extrait est possédé une quantité grande en flavonoides égal 50,64 + 1,63

mg EQ /mg E Par rapport notre résultat.

La variabilité des teneurs en flavonoides dans la famille Iridacées est influencée par
plusieurs facteurs dont ’origine génétique, le degré de maturation, le mode de conservation(Lu
et al.,2006 ; Klimczak et al., 2007).

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante est liée a la solubilité qui
dépend non seulement de la polarité du solvant d'extraction mais aussi du nombre et de la
position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire et de la glycosylation
(Mohammedi et Atik, 2011; lloki-Assanga et al.,2015).

Des études récentes ont montré que les teneurs en composés flavonoides changent de

facon considérables d’une espece a une autre et a I’intérieur de la méme espece, a cause des
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facteurs extrinséques (température, climat...) (Ksouri et al., 2008), génétiques, physiologiques
(le degré de maturation de la plante, nature des organes) et de la durée de stockage. Cette

différence de résultats aussi peut étre due a la zone géographique d’ou la plante est récoltée
(Soltani et al.,2017).

4. Evaluation de I’activité antioxydant

4-1. Test de piégeage du radicale libre DPPH (2.2 diphenyl-Picrylhydrazyl)

Le test de piégeage du radical libre DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotomeétre
sous une absorbance de 517 nm. Le calcul des pourcentages d’inhibition du DPPH est réalisé
selon la formule indiquée dans la partie précédente, et son représentés en fonction des différentes
concentrations de 1’acide ascorbique qui est utilis¢é comme référence comparé aux deux extraits
des feuilles de Crocus sativus.

L’activité anti-radicalaire permet de déterminer la concentration qui correspond a 50%
d’inhibition (ICsg), la valeur de ICso la plus faible correspond a la concentration de 1’extrait la

plus efficace (Bourgou et al., 2016)(Figure22).
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Figure2l :Résultats de concentrations inhibitrices 50 % de DPPH

Les résultats obtenus montrent que ’extrait des feuilles par macération posséde le
pouvoir antioxydant le plus élevé (ICso = 8,14 £0,46mg/ml) suivie par 1’extrait des feuilles par
ultrason (ICso= 13,97 £0,92 mg/ml). A lorsque I’acide ascorbique posseéde I’activité le plus
intéressant (1Cso = 0,49 +0,03mg/ml).
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Nos extraits révélent une activité antioxydant modéré par rapport I’extrait méthanolique
de Gladiolus segetum avec une valeur d’ICsp est de 118,29 ug/ml ( Marref, 2019).

D'apres les résultats de Baba et al.,(2015), I'extrait éthanolique de feuille de Crocus
sativus posséde un ICso de l'ordre de 412,42 ug/ml., cette valeur est inferieur par rapport a notre
résultat.

Selon 1’étude de Lahmass et al.,(2018)les valeur ICsp des extraits éthanoliques préparé a
partir du feuille sec et feuille verte de Crocus sativus sont de 0,152 ug /mg E et de 0,269 pg /mg
E, respectivement. Ces résultats sont trés bas par rapport aux résultats obtenus au cours de notre
étude.

En général, nos extraits présentent un pouvoir anti-radicalaire modére, ceci suggére que
cette partie de notre plante est en composants phénoliques qui sont responsables de ’activité
antioxydant selon de nombreuses études (Khady et al., 2009). Nos extraits montrent une activité
inférieure a l'extrait de ceux de la bibliographie cela peut expliquer par les différences
composées extraites par des solvants de polarité différente (Lafka et al., 2013).

Ont constaté qu’une étroite relation existe entre 1’activité antioxydant et la composition
phénolique ainsi que le solvant utilisé dans I’extraction est important dans I’évaluation de
I’efficacité antioxydant due aux composés phénoliques et en flavonoides de I’extraits de plante.
Cette différence peut étre non seulement de la concentration des polyphénols mais aussi de leur
structure et de leur qualité de ces composés polyphénoliques , la quantité des composés bioactifs
de la méme plante dépend de plusieurs facteurs parmi eux le facteur de la région géographique
qui, associée aux conditions climatique comme la température et l'altitude, influent sur la
composition chimique des constituants actifs et sur la capacité antioxydant des plantes (khadri et
al., 2008), la constitution chimique de cette plante ,des conditions du biotope et moment de la
récolte (Rached, 2009 ; Calvo-Lerma et al., 2020) ont également indiqué que la diminution
générale de l'activité antioxydant indiquait la présence d'une autre activité vitale.

On explique I'utilisation de la technique DPPH par sa rapidit¢ a donner les résultats,
comme elle est employée pour le criblage des molécules douées d'activités antioxydants
présentes dans les extraits de végétaux (Vi et al., 2008 ; Nabavi et al., 2010).L’acide ascorbique
est un réducteur trés puissant et posséde de ce fait un pourvoir antioxydant, qui est au centre de
son activité biochimique. Sa structure est composée d’une fonction éne-diol en Cy. Elle est
responsable de I’acidité de la molécule et de son pouvoir antioxydant. L'effet antioxydant in vitro
des substances naturelles existent dans les extraits végétaux peut attribuer selon le contenu en
polyphénol (Nizan et Mushfiq, 2012). La variation de l'activité de piégeage des radicaux libres

DPPH entre notre extrait pourrait étre due a la structure et au type de composés phénoliques et a
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leur concentration dans les échantillons testés (Debouba et al., 2012 ; Khan et al., 2012).
4.2.Réduction du fer (FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power)

La quantité de Fe?" est suivie par la mesure de I’absorbance a 700 nm. Une courbe
d’étalonnage est ¢laborée par une solution standard de 1’acide ascorbique a des concentrations
différentes. Les valeurs des absorbances ont permis de tracer des courbes ayant des allures
logarithmiques avec des coefficients de corrélation différentes. Ce qui nous a permis de calculer

absorbance a 0.5 (figures23).
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Figure22: Résultats de concentrations absorbance 0,5 par le systeme FRAP

Les résultats obtenus montrent que la capacité des extraits de réduire le Fer est largement
inférieure a celle de 1’acide ascorbique qui révéle une puissante activité (Aos :0,03 +0,002
mg/ml), tandis que, I’extrait des feuille ultrason présente un Ags: 1,61 +0,03 mg/ml qui est
supérieur a celle de I’extrait des feuille macération qui renferme un Aos : 16,06 £6,48 mg/ml.

Méthode du FRAP est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique Fe®*
en fer ferreux Fe?*. La puissance de réduction est I'un des mécanismes antioxydants (Yildirim et
al., 2001).Les résultats obtenus montrent que la capacité de nos extraits a réduire le fer est
inférieure a celle de I’acide ascorbique.

Dans 1’étude de Marref, (2019) par la capacité a réduire le fer sur d'extrait méthanolique
des feuilles de Gladiolus segetum L de la méme famille (Iridacaea) égal 55,34 £ 0,69 ug/ml, ce
résultat montre une meilleure activité antioxydant par rapport a notre plante.

Dans une étude entreprise par Jadouali et al.,(2018)la capacité d'extrait de feuille de
Crocus sativus a réduire le fer égal 100 pg/ml, cette valeur est supérieure a ceux trouve dans nos

échantillons.
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L’activité antioxydant dépend non seulement de la concentration, mais également de la
structure et la nature des antioxydants (Falleh et al., 2008). Ce qui expliquer variation au niveau
des résultats obtenus. Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement di a la
présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme
donneur d’¢électron. Par conséquent, les antioxydants sont considerés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydants (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Les composés phénoliques
constituent une source importante d’antioxydants, grace a la présence de nombreux hydroxyles
qui peuvent réagir avec les radicaux libres. A cet effet, de nombreuses études ont établi des
relations entre les structures chimiques des composés phénoliques et leurs capacités
antioxydants(Heim et al., 2002; Seyoum et al., 2006).

Le test de réduction du fer (FRAP) est une méthode rapide, facile et reproductible et
largement utilisée pour évaluer I’activité antioxydant des plantes medicinales (Prior et al.,
2005). Les propriétés antioxydants d'un composé dépend non seulement de sa structure chimique
mais aussi selon le type du radical généré qu'il peut neutraliser. Ce processus d’autoxydation
dépend de multiples paramétres tels que la concentration de 1I’ionmétallique et du polyphénol, la
température, le pH, la présence d’agents complexants (Ghedadba et al., 2015). Quelques études
antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un
indicateur significatif de son activité antioxydant potentielle (Bougandoura et Bendimerad,
2012).

5.Evaluation de ’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des extraits obtenus est déterminée par la méthode de diffusion
en milieu gélosé solide. Nous avons permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien vis-a-
vis de trois bactéries de références .La GEN10 et le DMSO ont servi de témoins positif et

négatif, respectivement. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau4.

Tableau4: Effet d’extrait éthanolique de Crocus sativus sur la souche bactérienne (zone

d’inhibition en mm).

macération ultrason Gen10
P.aeruginosa(mm) 7,83+0,57 9,33+1,89 19,75+0,35
S. aureus(mm) 6,33+0,57 6,83+0,76 17+2,82
B.subtils (mm) 7,16+1,04 7,6620,57 18,25+1,76
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D'apres ces resultats, 1l ressort de cette évaluation que les extraits testés ont présentée des
faibles effets sur les souches étudiées Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et
Bacillus subtils et son zone inhibition est estimé a 6,33 + 0.57 mm, 7,83£0,57mm et
7,16£1,04mm, respectivement, pour les extraits macération et pour les extraits ultrason a
6,83+£0,76 mm, 9,33+1,89 mm et 7,66+ 0,57 mm, respectivement.

L’activité antibactérienne des extraits éthanoliques qui nous avons obtenu par la technique
de diffusion sur disque (Rios et Recio, 2005). L’activité antibactérienne des substances actives
d’origine végétale dépend surtout du type de bactéries, Gram positif ou Gram négatif (Liu et al.,
2004 ; Bekhechi et al., 2008). Il ressort de cette évaluation que les extraits testés ont présenté
des effet inhibiteur faible sur la croissance de trois souches bactériennes testées, par contre les
résultats de Jadouali et al.,(2018) montrent I’absence totale d’un effet antimicrobiennes vis-a-vis
ces souches. Cette différence peut étre expliquée en fonction de la date de la récolte il aura des
variations trés importantes dans la composition chimique et de I’activité(Athamena, 2009).

L’effet antimicrobien peut étre expliqué par I’inhibition de la croissance bactérienne suite
a leur adsorption sur les membranes cellulaires, 1’interaction avec les enzymes et les effecteurs
ou la privation en substrats et ions métalliques (Dhaouadi et al., 2010). Cette activité est due
principalement a la capacité de ces molécules a inhiber I’expression de I’ADN et la synthése de
certaines enzymes et protéines membranaires des microorganismes (Ulanowska et al., 2006).
Malgré l'effet antibactérienne remarquable de nos extraits, mais cette effet demeure faible par
rapport a celui de I’antibiotique GEN10.

Cette différence trouvée peut étre attribuées aux plusieurs facteurs tels que méthodes
d’extraction, nature du solvant et la température (Athamena, 2009).

L’organisation architecturale de la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif est riche
en protéines, cette structure est moins complexe que celle des bactéries & Gram négatif(Hogan et
Kolter, 2002). Cette différence structurale rend les bactéries a Gram positif plus sensibles a
I’action de divers composés naturels tels que les extraits de plantes (Kalemba et Kunicka,
2003). Une autre caractéristique des bactéries a Gram négatif est la présence de porines dans la
membrane externe qui permettent de faire circuler des molécules hydrophiles de tailles mitées
vers 1’espace périplasmique, et qui empéchent les molécules (tels que les antibiotiques, et agents
antimicrobiens) lipophiles d’entrer dans la cellule (Wax et al., 2008 ; Fernandez et Hancock,
2012).
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Conclusion

La présente étude a porté sur I’espéce Crocus sativus connu sous le nom du safran, qui
appartient a la famille des Iridacées, et qui est parmi les familles les plus importantes de la flore
algérienne et les plus utilisées en médecine traditionnelle. Il a accompagné toutes les
civilisations, que ce soit pour son rdle culinaire, pour sa qualité de colorant ou pour ses vertus
ancestrales enracinées dans la médecine populaire.

Le présent travail a pour I’objectif d’effectuer une étude phytochimique et d’évaluer
I’activité antioxydant et antimicrobienne des extraits des feuilles de Crocus sativus.

L'extraction des composés phénoliques des feuilles de la plante par la méthode de
maceration a permis d'obtenir un rendement de 22 % et par ultrason a permis d'obtenir un
rendement de 20%.

Les tests phytochimiques réalisés sur les extraits éthanolique des feuilles révéelent la
présence des tanins, flavonoides, polyphénols, alcaloides et terpénoides pour chacun des extraits
étudiés (macération et ultrason).

Le dosage des polyphénols totaux a 1’aide de la méthode du Folin Ciocalteu a révélé une
teneur de 4,2+ 0,012 mg EAG/mg d’extrait éthanolique par ultrason et de 4,1+ 0,008 mg
EAG/mg d’extrait éthanolique par macération, concernant la teneur en flavonoides en utilisant la
méthode d’AlCI3 montre que I’extrait éthanolique par ultrason contient de 1,3 + 0,004mg EQ
/mg d’extrait et I’extrait éthanolique par macération posseéde une quantité d’ordre de 1,4 *
0,004mg EQ /mg d’extrait.

Dans la partie biologique de notre travail, nous avons évalué 1’activité antioxydant des
extraits éthanolique par deux méthodes : la réduction du fer et le piégeage du radical libre DPPH.

Dans le test DPPH, il en ressort que deux extrait possede un pouvoir antioxydant modéré
par rapport ’activité de 1’acide ascorbique. L’extrait de macération était le meilleur extrait car il
possede la teneur en composé phénoliques la plus élevée avec une haute capacité antioxydant par
apport a ’extrait des ultrasons, cette activité est liée en grande partie a la composition de I’extrait
et sa richesse en composés phénoliques en particulier les flavonoides. Les résultats de test FRAP
révélent que I’extrait des ultrasons était le meilleur que 1’extrait de macération.

L’activité antibactérienne des extraits éthanolique des feuilles de Crocus sativus a été
évaluee vis-a-vis trois souches bactériennes (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
et Bacillus subtillus), selon la méthode de diffusion sur disque. Les résultats ont montré que les
deux extraits possedent une pouvoir antibactérienne remarquable.

Ces resultats confirment que Crocus sativus est une plante médicinale élabore une
importance non négligeable en médecine, En effet, les feuilles de la plante possedent de

nombreuses propriétés thérapeutiques, cependant I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne
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Conclusion

constitue qu’une petite partie de la recherche des substances et sources naturelles biologiquement

actives . nous pouvons émettre certaines perspectives a envisager dans cet axe de recherche et
compléter ainsi notre projet :

e | serait donc judicieux a I’avenir d’approfondir I’étude phytochimique de cette plante en
essayent d’identifier et de purifier les substances bioactives responsables a des activités
testées et en utiliser des méthodes modernes pour I’extraction des principes actifs, et de
valoriser leur présence par des techniques précises comme la CPG-SM, la RMN et
I’HPLC.

o La réalisation des tests biologiques in vivo afin de mettre en évidences certains principes
actifs.

e Evaluation de I’activité antioxydante de cette plante par d’autres méthodes in vitro, ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et ABTSe (sel d’ammonium de ’acide 2,2’-
azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6sulfonique).

e Evaluation des autres activités non seulement antioxydante, mais aussi anticancereuse et

anti-inflammatoire, antimicrobienne. . .etc.
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Résumé

Notre travail porte sur une plante médicinale Crocus sativus connu sous le nom de safran
qui est trés utilisé comme épice et aussi comme plante tres populaire dans la médecine

traditionnelle.

Le but de ce travail est I’étude phytochimique et 1’évaluation de ’activité antioxydant et
antibactérienne des extraits éthanolique des feuilles de Crocus sativus récoltées dans la région
d’Hassi Khalifa, Wilaya de El-oued (sud-est d'Algérie). Ces extraits sont été obtenus par

maceration et ultrason dans I'éthanol. Le rendement respectivement est : 22% et 20%.

L’analyse qualitative d'extrait par les tests préliminaires, a révélé la présence des composés
phénoliques, alcaloides, flavonoides ,tanins et terpenoides dans les deux extrait, ceci est
confirmé par une analyse quantitative basée sur le dosage des composés phénoliques et des
flavonoides dont les valeurs sont : pour les composés phénoliques par macération et ultrason
respectivement (égale 4,1 £ 0,008mg EAG/mg d’extrait et 4,2 £ 0,012 mg EAG/mg d’extrait) et
les flavonoides (égale 1,4 + 0,004 mg EQ /mg d’extrait et 1,3 + 0,004 mg EQ /mg d’extrait )

dans I’extrait éthanolique.

L’effet des extraits sur la réduction du DPPHe a révélé une faible activité par rapport le
pouvoir de I’acide ascorbique. L’extrait de macération considéré comme un faible piégeur de
radicaux libres DPPHe avec une ICso de 8,18 mg/ml pour macération et une 1Cso de 13,97 mg/ml
pour ultrason .Cette activité présente une bonne corrélation avec les teneurs en polyphénols

totaux et en flavonoides.

L’effet des extraits sur réducteur du fer a révéler une faible activité par rapport le pouvoir
de I’acide ascorbique 1‘extrait d‘ultrason montre une activité supérieure que 1‘extrait macération
avec un Aosde 1,61mg/ml et un Aosde 16,06 mg/ml, respectivement.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne d'extraits a révélé activité contre les souches

étudies (Bacillus subtils, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa).

Mots clés : feuille Crocus sativus, polyphénols, flavonoides, activité antioxydant, activité

antimicrobienne.



Abstract

The work is about a medicinal plant Crocus sativus ,commonly known as saffron which is
widely used as a spice and also a very popular medicinal plant in traditional medicine.

The purpose of this work is the phytochemical study and the evaluation of the antioxidant
activity and antimicrobial activities of ethanolic extracts of the extract Crocus sativus leaves
harvested in the area of d'Hassi Khalifa, Wilaya of El-oued (south-eastern Algeria). this extract
was obtained by maceration and ultrasound in a polar solvent: ethanol. The respectively yield is:
22% and 20%.

The qualitative analysis of extract by preliminary tests, revealed the presence of phenolic
compounds, alkaloids, flavonoids, tannins and terpenoids in both extract, this is confirmed by a
quantitative analysis based on the dosage of phenolic compounds and flavonoids whose values
are: for phenolic compounds by maceration and ultrasound respectively (equal 4,1 + 0,008 mg
EAG / mg of extract and 4,2 + 0,012 mg EAG / mg of extract) and flavonoids (equal 1,4 + 0,004
mg EQ / mg of extract and 1,3 £ 0,004 mg EQ / mg of extract) in the ethanoic extract.

The effect of the extracts on reducing DPPH ¢ showed low activity relative to the potency
of ascorbic acid. The maceration extract considered to be a weak scavenger of free radicals
DPPH ¢ with an ICso of 8,18 mg / ml for maceration and an ICsp of 13,97 mg / ml for ultrasound.
This activity has a good correlation with the contents of total polyphenols and of flavonoids.

The effect of the extracts on iron reducer revealed a low activity compared to the power of
ascorbic acid the ultrasound extract shows a higher activity than the maceration extract with an
Aos0f 1,61 mg/ mland a Aosof 16,06 mg / ml respectively

Evaluation of the antimicrobial activity of extracts revealed low activity against the strains
studied (Bacillus subtils, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa).

Key words: Crocus sativus leaf, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity,
antimicrobial activity.
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