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Résumé

Le but de ce travail est d'étudier I'une des plantes modernes dans le domaine
médical cultivées au nord du désert algérien, en lI'occurrence nous avons recolté la plante
de Crocus sativus de Hassi Khalifa (EI-Oued), pour examiner le contenu des composantes
phénoliques des racines, qui extraire par la macération et l'ultrasons, suivi d’une
évaluation des activités antioxydant, et antimicrobienne de ses composés. Le criblage
phytochimique réalisé a permis de mettre en évidence divers métabolites secondaires des
parties sous terrienne de la plante dont tanins, saponosides, alcaloides, terpenoides,
anthraquinones, flavonoides et polyphénols. Ces résultats sont identiques dans les deux
méthodes. Le dosage quantitatif a montré la richesse en polyphénols totaux, en
flavonoides dans les deux méthodes avec des valeurs de 28,8+ 0,2 mg EAG/g E, 1,6+
0,2 mg EQ/g E par la maceration et de 27,1+ ,0lmg EAG/g E, 2,4+ 0,3 mg EQ/g E par
l'ultrasons.L’évaluation de D’activité antioxydante, a effectué par deux méthodes (la
réduction du fer et le piégeage du radical libre DPPH), elle a révélé une réponse
antioxydante considérable par rapport a I'acide ascorbique. Cette activité a indiqué une
bonne corrélation avec les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides. L’activité
antimicrobienne a déterminé sur trois souches : Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Bacillus subtils. Les résultats obtenus par les deux méthodes montrent que
tous les souches ciblées ont une sensibilité différente au I’extrait éthanolique de Crocus
sativus.

Mots clés: Crocus sativus, polyphénols totaux, flavonoides, activité antioxydante, activité

antimicrobienne.



Abstract

The purpose of this work is to study one of the modern plants in the medical field
cultivated in the north of the Algerian desert, in this case we collected the plant of Crocus
sativus of Hassi Khalifa (EI-Oued), to examine the content of the phenolic components of
their roots that extract by maceration and ultrasound, followed by an assessment of the
antioxidant, and antimicrobial activities of its compounds. The phytochemical screening
made it possible to identify various metabolites secondary parts of the plant including
tannins, saponosides, alkaloids, terpenenoids, anthraquinones, flavonoids and
polyphenols. These results are identical in both methods. The quantitative assay showed
total polyphenols, flavonoids in the two methods with values of 28.8+ 0.2mg EAG/g E
1.6 £0.2 mg EQ/g E by maceration and 27.1+ ,0lmg EAG/g E, 2.4 £0.3 mg EQ/g E by
ultrasound. The evaluation of the antioxidant activity, carried out by two methods
(reduction of iron and trapping of the free radical DPPH), it revealed a considerable
antioxidant response compared to ascorbic acid. This activity indicated a good correlation
with total polyphenols and flavonoids. Antimicrobial activity determined on three strains:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtils. The results
obtained by both methods show that all the targeted strains have a different sensitivity to

the ethanolic extract of Crocus sativus.

Keywords: Crocus sativus, phytochemical screening, total polyphenols, flavonoids,

antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands-parents (EL Rhaffari et Zaid, 2004), Ils
sont utilisés pour soulager et guérir les maladies humaines. En fait, leurs propriétés
thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire des milliers de composés
naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires (Boudjouref, 2011), ces derniéres,
en particulier, sont doués de multiples vertus thérapeutiques. Ils jouent un r6le tres
important, principalement dans la lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires
et la peroxydation lipidique, expliquant ainsi leur grande utilisation dans la fabrication
des médicaments. Ils interviennent aussi dans la protection des plantes contre les
différentes attaques microbiennes (Bruneton, 2009).

De multiples études, portent sur la recherche de nouveaux constituants naturels tels
que les composés phénoliques qui ont des intéréts multiples mis en faveur de 1’industrie
agroalimentaire (additifs, colorants, arébmes, agents de conservation) et pharmaceutique
.Toutefois, 1’évaluation des propriétés phyto-thérapeutiques comme antioxydants et
antimicrobiennes demeure une tache tres intéressante et utile en particulier pour les
plantes d’une utilisation rare ou moins fréquente comme le safran (Bougandoura , 2011).

Autrefois, Le safran est une épice utilisée depuis plus de 3 000 ans, a parcouru les
siecles et essaimé dans les différentes régions du globe pour se retrouver cultivé en
France a partir du Xe siécle et en Algérie durant I’occupation frangaise (Benmostefa et
Guellil, 2017).

La culture du safran commence a prendre de I’ampleur en Algeérie, pour cette raison
et connaissant son intérét dans le domaine économique et thérapeutique tels que
I'activité antitussive, anti tumorale, Anti Alzheimer, anti inflammatoires et contre le stress
oxydatif... etc. (Belloum et Nani, 2020). Nous avons estimé nécessaire d’explorer les
constituants de cette plante cultivée moderne dans notre région de la wilaya d’EL-oued.

Le présent travail rentre dans le vaste cadre de la recherche de nouvelles substances
naturelles extraites du régne végétal, et 1’étude de leurs activités biologiques,
antioxydants et antimicrobiennes. C’est dans cette optique que notre étude a été scindée
en deux parties :

> La premiére partie est consacrée a une synthese bibliographique, qui constitué de
deux chapitre I'un sur les métabolites secondaires. Et I'autre sur la présentation de
la plante étudiée (Crocus sativus L.).

» La seconde partie concerne la partie expérimentale consiste a préparer et

déterminer les rendements des extraits éthanoliques obtenue par deux méthodes
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macération et ultrasons, et étudier la composition phytochimique, dosage de

polyphénols et flavonoides et évaluation des activités antioxydante et

antimicrobienne des racines du Crocus sativus.

Enfin nous avons terminés notre travail par une conclusion générale qui résumera

I’ensemble de cette étude et présentera les perspectives.



Premiere partie

Synthese bibliographique

Chapitre 1.

Generalités sur les composes
phenoliques



Partie 01 Chapitre 1:Généralités sur les composés phenoliques
Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base

(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent, enplus,
un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la photosynthese, mais
résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composeés sont appelés métabolites secondaires
(Mohammedi, 2013).

IIs sont probablement des éléments essentiels de la coévolution des plantes avec les
organismes vivants, tels que parasites, pathogenes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et
disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des

composés secondaires (Krief, 2003).
I. Composes phénoliques

Les composés phénoliques Les polyphénols constituent I'un des groupes les plus
nombreux et largement distribués des substances dans le royaume des végétaux, avec plus de
8000 structures phénoliques connues. Les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux et présents dans tous les organes de la plante. Ils résultent
biogénétiqguement de deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et la voie acétate
(Lugasi et al., 2003).lIs possedent un noyau aromatique portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles (Barboni, 2006 ; Naczk et Shahidi, 2003 ; Sun et al., 2011).

Les composés phénoliques jouent un rble essentiel dans la structure et la protection des
plantes (Naczk et Shahidi, 2003 ; Stalikas, 2007). lls offrent également, pour la santé humaine,
une protection contre certaines maladies impliquant un stress oxydatif, comme les cancers et les

maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Sun et al., 2011).
I.1. Classification des composés phénoliques

Selon Harborne (1989), les polyphénols peuvent étre divisés en au moins 10 classes
différentes selon leur structure chimique de base. Peuvent s'étendre de molécules simples, tels
que les acides phénoliques, aux composés fortement polymérisés, tels que des tannins (Lugasiet
al., 2003).Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides simples et
proanthocyanidines) forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des
plantes (Tableau 01) (Beta et al., 2005).



Partie 01 Chapitre 1:Généralités sur les composés phenoliques

Tableau 01: Classification des composes phénoliques (Belguidoum, 2012).

Structure Classe
C6 Phénols simples
C6-C1 Acides phénoliques et composés dérivés
C6-C2 Acétophénones et acidesPhénylacétiques
C6.C3 Acides cinnamiques, coumarines,
iIsocoumarines, chromones.
Flavanols, flavanones, flavonols,
c flavonones,anthocyanines et anthocyanidines.
C30 Biflavonyles
C6-C1-C6, C6-C1-C6 Benzophénones, xanthones et stilbéne
C6, C10,C14 Quinones
C18 Bétacyanines
Lignanes,neolignanes Diméres ou oligomeres
Lignine Polymeres
Tanins Condensé et hydrolysable

A. Les acides phénoliques

Ces acides sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales
(Psotova et al., 2003). Comme exemple d’acide phénolique, on cite : 1’acide chlorogénique
I’acide caféique, I’acide protocatechique, I’acide vanillique, 1’acideférulique, 1’acide sinapique et

’acide gallique) (Figure 01).

Figure 01 : Structure d’unité de base des polyphénols (Ghnimi, 2015).



Partie 01 Chapitre 1:Généralités sur les composés phenoliques
A.1.Propriétés physico-chimique, extraction

A.l.1.La solubilité

e Les phénols libres sont solubles dans les solvants organiques polaires (alcool, cétone,
éther), les solutions d’hydroxyde de Na et de carbonate de Na.

e Les hétérosides sont solubles dans I’eau.
Les phenols sont des composes instables :

v Oxydation surtout en milieu alcalin

v' Isomérisation sous I’action des UV (Sahraoui, 2015).
A.1.2.1’extraction

Ils sont extraits par 1’alcool ou les solutions hydro-alcooliques a pH légérement acide
(Sahraoui, 2015).

A.2.Activités biologiques d’acide phénolique

Ils sont considérés comme substances phytochimiques avec des effets prebiotique,
antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est faible et considéré non toxique.
Pharmacologiquement, le mieux caractérisé est 1’acide caféique (Psotovaet al., 2003). Cet acide
ainsi que 1’acide férulique empéchent la formation du cancer des poumons chez les souris alors

que I’acide gallique inhibe la formation du cancer cesophagien chez les rats (Hale, 2003).
B. Flavonoide

Les flavonoides représentent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux,
dont plusieurs sont responsables de couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles (Figure 02)
(Ghedira, 2005 ;Pietta, 2000).

Figure 02 : Structure génerale des flavonoides (Collin et Creast, 2011).
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B.1.Propriétés physico-chimiques des flavonoides

Les hétérosides de flavonoides sont en général solubles dans I'eau et les alcools.
Lesgénines sont pour la plupart, solubles dans les solvants organiques apolaires. L’extraction par
maceration est réalisée habituellement a I'aide du méthanol ou éthanol ou de mélanges méthanol-

eau ou d’éthanol-eau parfois d'acétonitrile-eau (Sarni-Manchadoet al., 2006).
B.2. Activités biologiques des flavonoides

Comme cela a été demontré par de nombreux travaux, les flavonoides sont des molécules
de défense contre les organismes pathogénes, leurs propriétés ont été exploitées pour leur un
potentiel en thérapeutique contre les microorganismes. On leur reconnait des activités antivirales,
anti-tumorales, anti-inflammatoires, antiallergiques et anticancéreuses. lls ont également des

actions positives sur le diabete, les maladies d'Alzheimer et de Parkinson (Saffidine, 2015).
C. Lignanes

Sont un groupe de phytonutriments largement distribués dans le regne végétal
(Imran et al., 2015). Ce sont des composés dimeres formés par le couplage de deux fragments
(C6-C3) monomeres dérivées de la voie des phénylpropanoides (Figure 03) (Gilani et
Anderson, 2002).

Les lignanes phénoliques se trouvent dans la plupart des plantes riches en fibres,
ycompris les graines de citrouille, graines de sésame, les céréales, les fruits et les légumes
(Imran et al., 2015). En fonction de la structure, les lignanes peuvent étreclassés en cing
familles de composés : lignanes, néolignanes, sesquilignanes, dineolignanes, norlignans et des

lignanes hybrides (Figure 03) (Calvo-Flores et al., 2015).

CH,

CHg

Figure 03 : Structure de lignane (Jost et Jost-Tse, 2016).
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D. Saponines

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires, abondamment
trouvés dans certaines familles du régne végetal. lls sont principalement produits par les plantes
supérieures, mais aussi par des animaux marins inférieurs et quelques bactéries. Leur nom
provient du latin sapo signifiant "savon™ en raison de leurs propriétés a former des solutions
moussantes en présence d'eau. Ce sont des hétérosides de poids moléculaire élevé qui se
composent d’une partie lipophile, I’aglycone (ou génine) et d’une partie hydrophile osidique.
Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs molécules explique

leur comportement moussant en solution aqueuse (Fettah et Laouz ,2019).

Les saponines irritent les muqueuses, produisent un relachement intestinal, accroissent les
sécrétions muqueuses bronchiques (elles sont expectorantes) : fleur de moléne, racine de réglisse
et de saponaire. Elles sont employées comme diurétiques et désinfectantesdes voies urinaires
(pédoncule foliaire de I’herniaire, feuille du boulot, racine de la bugrane).la célébré racine de
ginseng (Panax ginseng), originaire de chine, de Corée et des régionsles plus orientales de

I’ancienne Union saviétique, est également riche en saponines (Blot et Bernard, 2012).
E. Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances
phénoliquespolymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente,
a cOté des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Bouchouka, 2016).Sur le plan structural, les tanins sont devisées en deux
groupes : les tanins hydrolysables et tanins condensés (Figure 04)(Clifford et Scalbert, 2000 ;
Haslam, 1989 ; Santos-buelga et Scalbert, 2000).

Figure 04 : Structures chimiques (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin hydrolysables
(Favier, 2003).
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F. Coumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnentune
odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception des algues, ces
composés sont les constituants caractéristiques du régne végétal chlorophyllien. Les familles les
plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se
trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles
des graines (Figure 05) (Booth et al., 2004; Deina et al., 2003).

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivantleur
concentration et aussi selon I’espéce. Dans la cellule végétale elles sont principalement présentes
sous forme glycosylée, Cette glycosylation est une forme de stockage permettant d’éviter les
effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme des phytoalexines, c'est-a-dire de
métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée
par des champignons ou par des bactéries. Les coumarines peuvent également se trouver dans le
regne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du castor) et chez certains microorganismes
(Hoffmann,2003).

_."ﬂ:__"._ .-'--\-'-.
= "-.'_'_-. -~ r .\-"-:.'_"_-:__
g -._I:I..- I."I1:|

Figure 05 : Structure chimique de la coumarine (Klenkar et Molnar, 2015).
1.2 . Propriétés des polyphénols

Comme la majorité des composes secondaires, les polyphénols sont produits par les plantes

afin d’accomplir des fonctions précises, les plus notoires étant :

v' Défense contre les pathogénes ; principalement les moisissures et les bactéries
phytopathogénes.

v' Dissuasion alimentaire. On parle du phénoméne d’allélopathie : certaines
plantesemettent des substances pour inhiber la croissance des autres plantes.
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v' Attraction des pollinisateurs : les couleurs, mais aussi les odeurs attirent les insectes.

Exemple : certaines orchidées synthétisent des pheéromones sexuelles qui sont des
substances volatiles émises par les insectes femelles pour attirer les males.

v" Protections contre les rayonnements UV.

v Molécules qui donnent des ardmes et parfums aux plantes. Ce qui sert principalement a

repousser les herbivores. Exemple : les polyphénols des pélargoniums (Akroum, 2011).
Ces substances sont dotées de certaines activités résumées dans le Tableau 02.

Tableau 02: Activités biologiques des composés polyphénolique (Medjadji, 2012).

Polyphénols Activités
Acides Phénols (cinnamiques et Antibactériennes, Antifongiques
benzoiques) Antioxydants

] Protectrices vasculaires et
Cooumarines o
Antioedémateuses

Antitumorale, AnticarcinogeneseAnti-
Flavonoides inflammatoires, Hypotenseurs et
diurétique, Antioxydantes

Tanins gallique et catéchiques Antioxydantes

1.3. Réles des composés phénoliques
1.3.1. Rdle physiologique

Des travaux plus anciens ont montré que les phénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaires, différenciation, organogenése, dormance des
bourgeons, floraison et tubérisation (Albert, 1998).

Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits nets
des feuilles. lls sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles d'assurer la protection des tissus contre les effets

nocifs des rayonnements UV (Hadi, 2004).
1.3.2.R0le technologique

Les polyphénols interviennent dans la qualité alimentaire des fruits. Les anthocyanes et

certains flavonoides participent a la coloration des fruits murs, ils conférent aux fruits et Iégumes
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leurs teinte rouge ou bleuté, ils sont aussi responsables des qualités sensorielles et alimentaires

des aliments végétaux. L'astringence et I'amertume des nourritures et des boissons dépendent de

leurs teneurs (Lugasiet al., 2003).
1.3.3.Rdle biologique
a. Activité antioxydante

Les polyphénols et, en particulier, les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de
I’oxydation. Le role protecteur de divers composés phénoliques vis-a-vis de la peroxydation
lipidique a fait I’objet de nombreuse études (Chan et al ., 2014 ; Téatraaljai et al ., 2014 ; Wu et
al ., 2015).

Les antioxydants naturels comme les composés phénoliques, et particulierement les acides
phénoliques et les flavonoides peuvent empécher 1’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant

plus rapidement que ce dernier (Guinebert et al., 2005).
b. Activité antimicrobienne

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement due a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles
sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la
toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté que plus les composés phénoliques sont oxydés et

plus ils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert, 1991).

Les flavane-3-ols, les flavonols et les tannins ont regu plus d’attention di a leur large
spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols, a leur capacité de
supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que I’inhibition de la formation
de biofilms, la réduction de 1’adhésion aux ligands de I’hote et la neutralisation des toxines

bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir une synergie avec certains antibiotiques (Daglia,
2011).

1.4. Biosynthése des composés phénoliques
1.4.1.Voie de I’acide shikimique

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont a ’origine de la
formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux. lls sont formés, a partir de
sucres simples issus du metabolisme primaire, par la voie bien connue de I’acide shikimique,
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conduisant a la formation de phénylalanine qui, par désamination, donne le précurseur immédiat

des phénols, I’acide cinnamique. L’acide cinnamique est rapidement transformé en acide p-
coumarique par 1’addition d’un radical hydroxyle. La tyrosine est également désaminée en acide

p-coumarique (Chalal et al., 2012).

1.4.2.Voie de ’acétate

C’est une voie a part de 1’acétate qui conduit a des poly-cétoesters de longueur variable.
Les polyacétates qui engendrent, par cyclisation, des composés souvent polycycliques :
isocoumarines, xanthones, quinones etc. La pluralité structurale des composés phénolique est
due a cette double origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité tres fréquente, d’une
participation simultanée du shikimate et de I’acétate a 1’élaboration de composés d’origine mixte

(exemple : flavonoides) (Boubekri, 2014).

1. Terpenoides

Les terpénes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entitésimple a
cing atomes de carbone. Leur grande diversité trouve son origine dansle nombre d’unités de base
qui composent la chaine ainsi que dans les divers modes d’assemblage. La formation de
structures cyclique, I’addition de fonctions comprenant de I’oxygéne et la conjugaison avec des
sucres ou d’autres molécules peuvent rendre leurs structurescomplexes (Figure 06) (Hopkins,

2003).

Figure 06 : Structure de la molécule d’isoprene (Amor,2020).

I11. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des
plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote dans leur structure chimique, avec un degré
variable de caractére basique. Depuis 1’identification du premier alcaloide en 1806, plus de dix

mille alcaloides ont isolés des plantes (Figure 07) (Boutaghane, 2013). Les alcaloides ayant des
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liquides a température ordinaire celles qui comportent dans leur formule de I’oxygeéne sont des
solides cristallisables, rarement colorés (Rakotonanahary, 2012).Les alcaloides peuvent se
trouver dans toutes les parties de la plante, mais selonl'espéce de la plante, ils s’accumulent

uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles (Mauro, 2006) .

0 H 0 }:Hs
f

CH; CHy

Theophylline Theobromine

Figure 07 : Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, 2009).

IVV. Anthraquinones

Les dérivés hydroxyanthracéniques ou les anthracénosides sont des composes phénoliques
hétérosidiques dérivant de 1’anthracéne a degré d’oxydation variable (anthrone, anthranol et
anthraquinone) doués de propriétés laxatives a faible dose et purgatives a dose élevée (Figure

08) (Sahraoui, 2015).

Figure 08: Structures chimiques d'anthraquinones (Fouillaud et al., 2016)
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Partie 01 Chapitre I1: Présentation de la plante

Le nom safran est dérivé du latin safranum, qui est inspiré de l'arabe "zaafaran" Sa racine
représente le concept de base, qui est jaune. Le nom du crocus Il vient du grec Krokos, qui
signifie "filament"”, qui fait allusion a la stigmatisation d'une plante. Cette Dans le méme temps,
le mot «sativus» signifie «cultivé» car les crocus sont reproduits Alimentation, il est impossible
de se reproduire sans mains humaines (Chahine, 2014).

L'histoire du safran dans la culture et les coutumes humaines remonte a 3000 ans (Deo,
2003); il existe dans de nombreuses cultures, continents et civilisations. Avec son utilisez du
safran amer, foin et légérement métalligue Comme assaisonnement, parfum, teinture et
médicament. On dit qu'il est du Moyen-Orient (Grigg, 1974 ; Hill, 2004),pourrait étre le premier
planté au Cachemire (Mcgee, 2007). Cette L'ancienne civilisation de la Mésopotamie a utilisé
cette précieuse épice comme Assaisonner, laver les vétements et participer aux cérémonies
religieuses. A travers I'histoire, La couleur du safran est considérée comme un symbole de
lumiére, de spiritualité et de sagesse (Delgado et al., 2006).

Hébreux et Les Egyptiens utilisaient le safran pour aromatiser et colorer les aliments lors
des fétes religieuses Le médecin de Pharaon a également prescrit des médicaments pour tous les
problémes d'estomac. (Chahine, 2014). Dans I'Egypte ancienne, il était également utilisé pour
colorer le linceul de la momie (Carmona et al.,2006). En raison de sa couleur et de son arébme
puissant, il Utilisé en cosmétique: Cléopatre est utilisé dans les traitements a base de plantes et
Colorez ses levres, ses ongles et ses cheveux. Les Romains utilisaient cette épice Parfum et
nombreuses cérémonies: les rues de Rome regorgent de safran Quand Nero est entré dans la ville
(Carmona et al., 2006).

En raison de sa couleur et de son aréme puissant, il Utilisé en cosmétique: Cléopatre est
utilisé dans les traitements a base de plantes et Colorez ses levres, ses ongles et ses cheveux. Les
Romains utilisaient cette épice Parfum et nombreuses cérémonies : les rues de Rome regorgent
de safran Quand Nero est entré dans la ville (Carmona et al., 2006). Le safran a ensuite été
transmis Aux Grecs et aux Romains qui utilisaient des usages différents: dans les arts culinaires,
Parfum, teinture. Il en va de méme en Inde et au Maroc. En Sicile et en Italie, La culture du
safran remonte aux Romains. Les Arabes au 1X°® siecle I'ont introduit d'Afrique en Afrique Nord,
puis Espagne (Chahine, 2014).

I. Appellation

Cette plante étudié est possede de nombreux noms:

Nom scientifique : Crocus sativus L.
Noms communs : safran, fleur de Crocus sativus

Anglais : Safran crocus
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Francais : safran, safran cultivé, safran de Géatinais

Arabe : Azzaafarane, AzzaafaraneAlhorr, Azzaafaranechaara (Rahmouni et Reghis, 2016).
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 (Palomares,
1988).

. Caractére botanique

Crocus sativus L.(Figure 09)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 espéce de Crocus produisant le safran
(Pitsikas, 2016 ; Chahine, 2014).La classification taxonomique de la série C. sativus est la
suivante: (Saxena, 2010 ; Srivastava et al., 2010).

Division : Spermatophyte
Sous-division : Angiosperme
Classe : Monocotylédone
Sous-classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Iridaceae

Genre : Crocus

Espéce : Crocus sativus

Figure 09 : Crocus sativus .L (Small,2016).
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La famille des Iridaceaecomprend 1800 especes dont les iris, les glaieuls, les crocus.
CesPlantes ont pour caractéristiques communes un ovaire infére et un androcée comportant
troisEtamines disposées en un seul verticille(Dupont, 2007).Parmi les 85 espéces appartenant au
genre crocus, le safran est ’espéce la plus fascinante(Figure 10).

Notons qu’il existe deux groupes de crocus : les crocus a floraison automnale
commeCrocus sativuset les crocus a floraison printaniere tels que Crocus vernus L (Dupont,
2007).

Figure 10 : Aspect général de Crocus sativus (Arvy et Gallouin, 2003).

IVV. Composition chimique du safran

La composition du safran est tres complexe : il contient plus de 150 composés volatils et
aromatiques. Le safran possede également plusieurs composés non-volatils, les principaux étant
les caroténoides. Ces composés ont été identifiess par HPLC (High-Performance
LiquidChromatography) (Lech et al., 2009). La lyophilisation peut étre appliquée au safran, car
aucune perte en composes volatils majeurs n’a €té constatée. La détermination de la composition
chimique du safran est délicate, car elle suppose une identification botanique correcte, des
stigmates non adultérés et sans déchets floraux (Basker, 1999 ; Moghaddasi, 2010).

Des données moyennes de I’analyse chimique du safran sont indiquées ci-dessous:
v'Glucide (12 a 15%) : glucose, fructose, gentibose, xylose et ramones.
v'Eau (9a 14%)
v'Cellulose (4 a 7%)
v'Polypeptides (11 a 13 %)
v'Lipides (3 a 8 %): campestérol, stigmastérol et B-sitostérol.
v'Matieres minérales (1 a 1.5 %)
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v'Vitamines: B2 ou riboflavine (56,4 a 138 pg/g) et Bl ou thiamine (4,0 a 0,9 ug/g)

v'Divers, non azotés (40%)

v'Acides gras : acides palmitique, stéarique, oléique, et linoléique.

v'Caroténoides : o, B, et y-crocétine, crocine (10%), picrocrocine (4%), a et B-carotene,lycopéne,
phytoéne et zéaxanthine.

v'Huiles essentielles (0,3 a 2,0%): ou domine le safranal (60%).

Compte tenu de sa large gamme d'utilisations médicales, le safran a été I'objet de vastes
études phytochimiques et biochimiques et une variété¢ d’ingrédients biologiquement actifs ont été
isolés. Les métabolites secondaires majoritaires du safran sont : la crocine, responsable de la
couleur rouge-jaune, la picrocrocine responsable de la saveur et le safranal, composé volatil
majoritaire, responsable de 1’odeur et de I’arome(Benmostefa et Guellil, 2017).
V. Les usages du safran

Avec son godt amer, son parfum de foin et ses notes légerement métalliques, le safran a éte
utilisé comme assaisonnement, parfum, teinture et médicament. De l'antiquité a I'époque
actuelle, et partout autour du monde, la plus grande partie du safran produit était et est toujours
utilisé en cuisine, les traditions culinaires suivant I'expansion de la culture en Afrique, en Asie,
en Europe, et en Amérique. D'un point de vue médical, le safran était autrefois utilisé pour traiter
un large éventail de maux, aussi divers que la variole, la peste bubonique ou encore les
indigestions. Actuellement, plusieurs essais cliniques démontrent le potentiel du safran en tant
gu'agent antioxydant et comme anticancéreux. Le safran a également été employé pour colorer
des textiles et d'autres objets (Verma et Bordia, 1998 ; Chryssanthi et al., 2011).

V.1.Safran en thérapeutique

Diverses études pharmacologiques ont été décrites : le safran et ses constituants (Crocin,
crocetine et safranal) présentent des propriétés bénéfiques différentes, y compris les
antioxydants, anticancéreux, anticonvulsivants, anti-ischémiques, antigénototoxiques, antidote,
antiapoptotiques, antitussifs, antidépresseurs, sédatifs et hypnotiques, hypolipidémiques,
antinociceptifs Et effets anti-inflammatoires (Rahimi, 2015).

V.2. Activité antitussive

L'extrait éthanolique de Crocus sativus et son safranique constitutif a permis de réduire le
nombre de toux chez les cobayes lorsqu'ils sont injectés intrapéritonéalement lorsqu‘une solution
d'acide citrique (20%) a été utilisée pour induire la toux (Bhargava, 2011).

V.3. Effets anti-nociceptifs et anti-inflammatoires
Les stigmates du safran et les extraits de pétales ont présente des effets antinociceptifs dans

le test de la douleur chimiquement induite ainsi que l'activité anti-inflammatoire aigué et / ou
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chronique, et ces effets peuvent étre dus a la présence de flavonoides, de tanins, d'anthocyanines,

d'alcaloides et de saponines (Srivastava et al., 2010).
V.4. Stress oxydatif
Les propriétés anti-oxydantes du safran se manifestent par son effet inhibiteur sur
lesréactions en chaine des radicaux libres. Le safran étant riche en vitamine B2 et provitamine A,
il représente un des meilleurs antioxydants naturels pour lutter contre le vieillissement des
cellules. En effet, les caroténoides agissent comme une protection active contre les espéces
radicalaires. Ainsi, il a été montré que le safran protége les cellules cardiaques en augmentant la
défense anti-oxydante dans le cas d’endommagements dus a l'ischémie-reperfusion et dans le cas
des maladies cardiovasculaires (Chahine, 2014).
V.5. Anticancer et activité anti-tumorale
Les extraits de safran ont un effet anti-tumoralein 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 synthese d'’ADN des cellules
tumorales, la diminution de I'inflammation, la réduction du stress oxydatif et I'augmentation des
enzymes antioxydantes. Les extraits de safran s’averent 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).
V.6. Autres utilisation
V.6.1.Le safran comme teinture
Les stigmates présentent une teinture jaune soluble dans ’eau, a trés fort pouvoir colorant
puisqu’une partie de safran peut colorer en jaune 100 000 parties d’eau. Il s’agit d’une teinture
directe qui colore les fibres plongées directement dans la solution tinctoriale. Une décoction de
stigmates teint en peu de temps la laine, la soie et les fibres végétales en orange ou jaune intense.
Plus les teintures sont concentrées en couleurs, plus elles résisteront a 1’exposition au soleil et a
la lumiére (Cardon ,2003) .
V.6.2.Le safran comme parfum
Avec les fleurs, les agrumes et les bois, les épices sont des constituants essentiels de la
parfumerie, et leur utilisation n’a jamais décliné. Elles apportent de la force, du caractére et de la

puissance au parfum (Palomares,2015).
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V.6.3.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).
\/.7.Coté cuisine

Le safran est de plus en plus présent dans les cuisines. 1l 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 révele jamais ses saveurs instantanément : il a
besoin d’infuser une demi-heure minimum pour développer ses ardmes. 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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Partie 02 Chapitre I: Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisé au sien du laboratoire de toxicologie du
département de biologie cellulaire et moléculaire, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,
Université d’El-Oued, qui consiste a teste phytochimique de partie sous terraine de Crocus
sativus, dosage et 1’évaluation de leurs activités antioxydante et antibactériennes.

I. Matériel
I.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétale

Le matériel végétal, exploité dans cette étude, est constitué de racines de Crocus sativus.,
qui ont été récoltées au mois décembre 2020 dans la région de Hassi khelifa a El-oued (sud-est
d'Algérie).

La plante fraichement récoltée, est lavee et laissee séchée a I'ombre dans un endroit sec et
aéré, a ’abri de la lumiére et cela presque 30 jours. Aprées séchage, 1’échantillon a été broyée a
’aide d’un broyeur électrique a des fines poudres et conservées a sec dans des boites en verre.

Le choix s’est porté sur Crocus sativus. C'est l'une des plantes les plus chéres, c'est
pourquoi elle a été appelée « or rouge » dans le monde, et dans la région d’El-oued est
récemment apparu dans le domaine agricole. C'est ce qui nous a fait étudier la caractérisation
biologique de cette plante.

1.1.2. Souches bactériennes ciblés

Les souches microbiennes utilisées dans cette recherche pour I’activité antimicrobienne
sont des  souches  référencées.  Elles  conservées dans le  congélateur
dans des boites pétri a visses contenant milieu nutritive jusqu'a I’utilisation.

v Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus subtilis a une apparence en forme de béatonnet et appartient a la famille des
bactéries gram-positives. En plus d'étre largement présente dans la nature, elle fait également
partie de la flore microbienne intestinale. les colonies de Bacillus subtilis ont une taille
irreguliere et de grande taille avec des marge. lls ont une couleur blanche et terne et une texture
seche (Danja et al., 2016).

v’ Staphylococcus aureus ATCC 25983

Cocci a Gram positif, immobiles et disposées en amas, responsables d’infections graves
communautaires et nosocomiales, d’infections des plaies et infection pulmonaires (Berreghioua,
2016).

v" Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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P. aeruginosa est un bacille non fermenté, aéro-strict, non sporulé, fin, bacille Gram

négatif Mobile grace au ciliaire polaire opportuniste peu ou pas virulente chez l'individu sain

mais qui peut s'averer redoutable chez les sujets dont I'immunité est affaiblie (Sicard , 2012).

Le choix des souches bactériennes testées dans la présente étude était base sur le caractére
de multi résistance envers l'antibiotique classique et I’agent pathogéne le plus fréquemment
impliqué dans les infections humaines, d’origines bactériennes (Kayser et al., 2005).

1.2. Matériel non biologique
1.2.1. Produits chimiques utilisés
Dans cette étude nous avons utilisé : méthanol et éthanol absolu comme solvants et les

réactifs chimiques : AICIz ; Folin ciocolteu ; Carbonate de sodium (Na.COz3); 2,2’-diphényle-1-
picryl hydrazyl (DPPH); Acide ascorbique ; Acide gallique ; quercétine; diméthyle sulfoxyde
(DMSO); FeClsz; HCI ;copeaux de Mg ;NHiOH; réactif de wagner ;Chloroforme; Acide
sulfirique; I'eau physiologique; eau distillée.
1.2.2. Matériels et appareils utilisés

e Ultrasons

e Spectrophotométrie UV-Visible

e Balance de précision

e Papier filtre

e Bain marie

e Agitateur magnétique

e Etuve Autoclave

e Tube a essai

e Micropipette

e Papier aluminium

e Bec Benzéne

e Pince a dissection avec griffes

o Réfrigérateur

e Disques vide stériles

e Entonnoire

e Spatule

e Cuve

e Centrifugeuse

e Seringue
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e Alcool chirurgical
e Bécher
e Plaque de verre
e Hotte
e Gants et masques pour manipulation des produits dangereux
1.2.3. Disque d’antibiotique
On a utilisé un antibiotiqgue comme référence. Il s’agit de la gentamicine (GEN10), Ce

choix a été fait en fonction de la disponibilité (Figure 11).

Figurell : Antibiotique Gen 10 (Zobiri et Hassouna, 2021).
1.2.4. Milieu de culture
Nous avons utilisé pour les souches bactériennes le milieu de la culture Muller Hinton (M-
1) gélose (Figure 12).

Figure 12: Milieu de culture Muller Hinton (MI-1) gélose ( Zobiri et Hassouna, 2021).
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Il. Méthodes

11.1. Extraction des composés phénoliques

11.1.1. Extraction par macération
a. Principe
La méthode consiste a mettre en contact le matériel végétal avec un solvant sans ou avec
agitation. Bien que le temps d'extraction soit long et utilisé une quantité considérable de solvant
est relativement peu colteuse. De plus, c'est arrivé dans la température ambiante est trés
bénéfique pour maintenir l'intégrité de la molécule polyphénols (Budic-letoc et al., 2005 ;
Spigno et De faveri, 2007).
b. Protocol
2 g des racines de Crocus sativus broyé est macérée dans 20 ml de solution
hydro-alcoolique (éthanol-eau : 80/20), en considérant que le matériel végétal devait étre
entierement submergé par la quantité suffisante d'éthanol. Apres 24 h le mélange a été séparés
par filtration sur papier filtre. La solution éthanolique est évaporée a I'etuve memmert UN30 de
laboratoire a température 40°C pendant 24 h (Lahmar et al., 2015).
11.1.2. Extraction par ultrasons
a. Principe
Cette partie consiste a faire des extractions sur la biomasse des racines de Crocus sativus
par ultrasons afin de tester leur efficacité mais aussi déterminer les facteurs qui les affectent.
L’extraction par ultrasons est réalisée comme suit : dans un récipient approprié, la biomasse
broyée et tamisée est exposée pour une durée déterminée a une émulsion ultrasonique. Une fois
’extraction terminée, le mélange sera séparé par filtration pour éliminer les particules résiduelles
de biomasse et récupérer 1’extrait riche en principes actifs et metabolites secondaires (Nait Sidi
Ahmed, 2012).
b. Protocol
Le ratio poudres végétales/éthanol pour I’extraction assistée aux ultrasons est le méme
que pour la macération, de maniére a faciliter la comparaison entre les deux méthodes. Les
drogues ont été ici placées dans un erlenmeyer de 250 ml, lui-méme placé dans un bain
thermostaté a 30°C pour compenser les hausses de températures engendrées par la haute
agitation moléculaire genérée par les ultrasons. Un générateur d’ultrasons (J.P. SELECTA
université d’El-oued) de 720 W, pendant 15 min. Le mélange poudres végétales-extraits solvants
résultant a par la suite été traité exactement de la méme maniere que le mélange obtenu par

macération pour arriver au final a une solution d’extraits (Stpierre, 2012).
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11.1.3. Calcul des rendements en extraits secs

Nous pouvons déterminer le rendement des extraits secs des racines de Crocus sativus en

calculant le rapport suivant :

Rendement (%) = (P1 - P2)/P3 x 100

» P1: poids du ballon aprés évaporation.
» P2: poids du ballon avant évaporation.
» P3: poids de la matiere végétale de départ
11.2. Analyses qualitatives
Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques (les
alcaloides, flavonoides...etc.) dans notre plante. Le matériel végétal pulvérisé est épuisé
successivement par macération et ultrasons. Les tests phytochimiques pour polyphénols, tanins,
alcaloides, flavonoides, saponosides, anthraquinones et terpenoides.
11.2.1. Polyphénols
Dans un tube a essai, on ajoute 0,5 ml d’extrait avec et 2 ml d’une solution aqueuse de
(FeCls) a 2% La présence des phénols indique par une coloration noire (Zerargui, 2015).
11.2.2. Tanins
Dans un tube a essai, introduire 0,5ml d'extrait a analyser et ajouter 0,25ml d'une solution
aqueuse de FeClI3 a 2%, la présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu
(Deramchi, 2015).
11.2.3. Alcaloides
Dans un tube a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu
par quelques gouttes de HCI et ajouter 0,5 ml de réactif de Wagner. L apparition d’un précipité
blanc ou brun, respectivement révele la présence d’alcaloides (Paris et Moyse, 1969).
11.2.4. Flavonoides
0,5 ml de I’extrait a été traité par quelques gouttes d'acide chlorhydrique concentré HCI et
quelques tournures de magnésium, I'apparition d'une coloration rouge, orange ou jaune indique la

présence des flavonoides (Zerriouh, 2015).

11.2.5. Saponosides
Dans un tube a essai, introduire 2ml de I'extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure a 1 cm d'un mousse indique

la présence de saponines (Yadav et Agarwala, 2011).
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11.2.6. Terpenoides

A 0,5 ml d’extrait, sont ajoutés 0,4 ml de chloroforme et 0,5ml d’H2SO4. Le test positif est
indiqué par I’apparition de deux phases et une couleur marron a I’interface (Kablan et al., 2008).
11.2.7. Anthraquinones

Un volume de 1 ml de NH4sOH a 10% est mélangé avec 0,5 ml d’extrait, en maintenant
I’agitation. La coloration violette indique la présence des anthraquinones (Oloyede, 2005).

11.3. Analyses quantitatives
11.3.1. Dosage de polyphénols totaux
a. Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec un
spectrophotomeétre en utilisant 1’essai de Folin-Ciocalteu. Les composés phénoliques réagissent
avec le réactif de Folin-ciocalteu. Le mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPM012040) est réduit, lors de I’oxydation des polyphénols, en un
mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO23) et molybdene (MogO23). La coloration produite est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

b. Protocol

La teneur en phénols totaux des extraits (aqueux et méthanolique) des plantes qui font
’objet d’analyse a été déterminée par la méthode de Singleton et Rossi (1965).

Une quantité de 200ul des extraits de chaque plante est mélangé avec 1ml du réactif de
Folin—Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué) et 0,8ml de carbonate de sodium a 7,5 %
Na2COs. L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est
effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre a 765nm. Une courbe d’étalonnage
(y=ax+b) a été réalisée en paralléle par I’acide gallique a différentes concentrations dans les
mémes conditions que les échantillons (Singleton et Rossi, 1965).

Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme du

poids sec de la plante en poudre en appliquant la formule suivante:

C=(cxV)/m

e C : La teneur en phénols totaux (mg d’acide gallique / g de matiere séche).
e C : La concentration de I’acide gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
e VV : Volume de I’extrait méthanolique ou aqueux

e m : Le poids de la matiére séche (g).
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11.3.2. Dosage de flavonoides

a. Principe
Le dosage des flavonoides contenus dans les extraits de Crocus sativus
a été effectué par une méthode baseée sur la formation de complexe entre les composés
phénoliques et le trichlorure daluminium AICIlz (méthode colorimétrique). Les complexes
produits sont de couleur jaune absorbent dans le visible a 420 nm. Le flavonoide utilise comme
référence dans cette méthode est la quercétine (Bahorun et al., 1996).
b. Protocol
Mettre 0,5ml d’extrait dans un tube & essai ; Ajouter 0,5 ml de solution éthanolique de
chlorure d’aluminium a 2 % ; laisser incuber 1h a température ambiante. Lire les absorbances a
partir du spectrophotometre UV-visible a 420 nm (Bozin, 2008).

On effectue la méme opération pour la quercétine a différentes concentrations, en
introduisant 0,5 ml de ces derniéres dans une série de tubes, on ajoute de 0,5 ml d’AlClz a 2%.
Le blanc est représenté par le solvant utilisé additionné a I’AlCls. La concentration des
flavonoides est déduite a partir de la courbe d’étalonnage établie avec la quercétine , elle est
exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg ER/g d’extrait)
(Bozin, 2008).

Le flavonoide utilisé comme référence dans cette méthode est la quercétine a différentes
concentrations (0-0,1mg/ml), dans les mémes conditions de dosage. La concentration des
flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine et est
exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg

d’extrait) (Meziti, 2009).

11.4. Activités biologiques
11.4.1. Activité antioxydante
11.4.1.1. Test de piégeage du radical DPPH
a. Principe

Le test DPPH, qui utilise une réaction d'oxydoréduction avec le 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl radicale, a été utilisé pour déterminer la capacité anti-oxydante des extraits. Le
radical a une couleur violette en raison de I'électron non apparié d'azote et, aprés réaction avec
I'atome d'oxygéne d'un piégeur de radicaux de la réduction de DPPH-H (2,2- diphényl-1-
picrylhydrazin) est formé, qui est jaune (Villano et al., 2007). Le changement de couleur peut
étre suivie par spectrophotométrie a 517nm et de cette fagon le potentiel antioxydant d'une
substance ou un extrait de plante peut étre déterminée (Molyneux, 2004 ; Popovici, 2009).
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b. Protocol

Dans notre étude on a suivi la procédure faite par Al-Nadaf et al., (2018) comme elle est
décrite ici, 50 pl d'extrait et de différents dilutions qui sont comprises entre 0 et 10 mg/ml , ainsi
que les standards le vitamin c (entre 0 et 1 mg/ml), et le contrdle sont ajoutées a1950 ul d’une
solution méthanolique du DPPH (0,04 mg/ml). Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 20
min et la decoloration par rapport au contréle négatif contenant uniquement la solution de DPPH

est mesurée a 517 nm.

Activiteé antiradicalaire % = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs controle] x100

11.4.1.2. Test de FRAP
a. Principe

Le test de réduction du fer, est présentée comme nouvelle méthode d'évaluation
"antioxydant." essai simple, rapide et reproductibles (Benzie et Strain, 1996), Il est universel
peut étre appliquer aussi bien chez les plantes et que les plasmas et dans les extraits organique et
aqueux (Li et al ., 2007). Cette méthode correspond a la réduction d'un complexe
tripyridyltriazine ferrique [(Fe(l11)-TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(ll)-
TPTZ)2] par un antioxydant (RH), a a un pH bas pour maintenir la solubilité du fer. (Fe (1I) -
TPTZ a une couleur bleu intense et peut étre contr6lé a 700 nm (Sz6llési et al., 2002).

b. Protocol

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986), basée sur la réduction du Fe3+ présent dans le complexe K3Fe(CN)6 en Fe2+.

e 0,25 ml de l’extrait a différentes concentrations est mélangé avec0,625 ml d’une
solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 0,625 ml d’une solution de ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)6 a 1%.

e [’ensemble est incubé au bain marie a 50°C pendant 20 minutes ensuite ;

e 0,625 ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction ;

e 0,625 ml du I'ensemble sont mélangés & 0,625 ml d’cau distillée et 0,125ml d’une solution
de chlorure ferrique fraichement préparé a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant I’extrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil (UV-VIS spectrophotometre). Le controle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard ; 1’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons.
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Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).
11.4.2. Activité antimicrobienne
11.4.2.1.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 1I’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 conservées a 4°C (milieu gélose nutritif pour les
bactéries). Les boites de Pétri renfermant chacune une souche de bactérie sont incubées a 37°C
pendant 24 h (Bouchouka, 2016) (Figure 13).

Figure 13 : Revivification des souches (Zobiri et Hassouna, 2021).
11.4.2.2.Préparation des disques
Des disques de 6 mm de diametre sont découpés du papier Wattman N° 6 et stérilisés dans
un autoclave pendant 20 min & 120°C (Yin et al., 2013).
11.4.2.3.Préparation d’extrait
10 mg d'un extrait de Crocus sativus a été préparé dans 1 ml de DMSO (Vora et al., 2018)
(Figure 14).

Figure 14 : Préparation des extraits de macération et d’ultrasons (Zobiri et Hassouna, 2021).
27



Partie 02 Chapitre I: Matériel et méthodes

11.4.2.4 Préparation de I’inoculum

A partir des cultures jeunes préparées, on préleve quelques colonies des bactéries dans 5
ml d’eau physiologique stérile a 0,9 %. On agite ensuite les tubes au vortex pendant quelques
secondes (Ouis, 2015 ; Reghioua, 2006).
11.4.2.5.Préparation des milieux de culture avec des suspensions microbiennes

Cette étape consiste a liquéfier le milieu de culture Mueller-Hilton dans un bain marie,
puis, on coule aseptiquement les milieux en sur fusion dans des boites de Pétri a raison de 6 mm
par boite. On laisse refroidir et solidifier sur la paillasse puis, on réalise I’ensemencement par ose
bouclée stérile contenue des suspensions microbiennes et on verse en tournant la boite (Hoekou
etal., 2012).
11.4.2.6.Deépot le disque

Une fois le milieu de culture contenant les suspensions microbiennes solidifié, 2
comprimés de pipette stériles de 6 mm sont prélevés de maniére stérile a l'aide de pinces stériles
et il est infusé d'extrait de Crocus sativus. A testez, puis placez-le sur de la gélose pré-préparéee
(3 boites de chaque type) (Labiod, 2016) (Figure 15).

Un disque d’antibiotique (Gen10) est utilisé comme contr6le positif (3 boites) (Figure 15).

Figure 15 : Dépot des disques d’extraits (Zobiri et Hassouna,2021).
11.4.2.7.Incubation
On incube les boites de Pétri a 37°C pendant 24h pour les bactéries (Lahoum et al., 2016).
11.4.2.8.Lecture des résultats
Les résultats sont lus en fonction de I'existence ou non de zones d'inhibition. La sensibilité
de l'espece est estimée en mesurant le diametre de la zone d'inhibition autour des disques
imprégnes de différentes concentrations d'extrait éthanolique de la plante ( Abbassi et Touil,

2019).
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11.5. Analyse statistique

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

utilisant I’Excel 2010.
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I. Rendement d’extrait éthanolique

Le rendement se réfere a la masse spécifique de I'extrait apres évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante qui y est soumise extraction.
Ainsi, l'extrait de macération représente 17,5% de récolte et I’extrait de I’ultrason représente
seulement 7%. Dans une étude concernant d’autres espéces Pergularia tomentosa de la famille
asclépiade menée par Belloum et Nani (2020) le rendement d'extrait méthanolique de partie sous
terraine est 9,78 %. Cette valeur est relativement plus faible & notre résultat de macération.
D'autre part selon Khalili et al., (2016) le rendement de I’extrait éthanolique de racine de Crocus
caspius par ultrasons donne un résultat de 10%, cette résultat est presque similaire par rapport
notre rendement.

Les rendements varient d’une méthode d’extraction a une autre et d’une partie de la plante
a une autre. Cette différence est expliquée par la diffusion du solvant dans la poudre des plantes
dans I’étape de macération et ultrasons et aussi probablement a la nature et la polarité¢ des
solvants utilisés pour 1’extraction (Naczk et Shahidi, 2004 ; Barroso et al., 2014). En  général,
les rendements les plus élevés sont obtenus avec les solvants polaires tels que I'eau, le méthanol
et I'ethanol (Markom et al., 2007 ; lloki-Assanga et al., 2015).

I1. Tests phytochimiques

Les résultats de la mise en évidence de quelques métabolites secondaires dans I’extrait
éthanolique telle que polyphénols, flavonoides, alcaloides, tanins, terpénoides, anthraquinones et
saponines se traduisent dans le Tableau (03).

Tableau(03): Résultats des tests phytochimiques d'extraits éthanolique

Macération + + + + + + +
Ultrasons + + + + + + +
(+) : présence (-) : absence

L’examen phytochimique réalisé sur la partie sous terraine de Crocus sativus récoltée dans

la région d'EI-Oued, a révélé la présence de tous les métabolites étudiés.

Ces résultats sont comparables a ceux publiés par Djeriri et Douzi, (2017) qui ont montré
la présence des flavonoides, tanins, terpenoides, alcaloides et composés réducteurs dans la fleur

de Crocus sativus.
30



Partie 02 Chapitre 11 : Résultats et discussion
Une étude récente d’Al-Faraji, (2017) a révélé aussi la richesse de cette fleur en

flavonoides, coumarines, alcaloides, tanins, stéroides, glycosides et les polyphénols. De méme,
les travaux de Babaei (2014) et Hosseinzadeh et al., (2002) ont noté la présence de flavonoides,
de tanins et d'anthocyanines dans les extraits de pétales du Crocus sativus. Ses résultats
concordent avec ceux retrouvés au niveau de notre échantillon de racine. Hosseinzadeh et al.,
(2002) ont montré aussi la présence des alcaloides et des saponines dans les extraits aqueux et
éthanoliques des stigmates. De méme, les travaux de Karimi (2010) ont montré la présence des

composés phenoliques et flavonoides dans les stigmates du safran.

Le potentiel d’une plante médicinale est attribué a [’action de ses constituants
phytochimiques. Ils 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 possédent des rbles tres importants dans les plantes, dont elles
protégent les plantes contre le stress hydrique et génére 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).

En paralléle, La présence des alcaloides peut expliquer des activités biologiques diverses
(Milcent et chau, 2003). Ils jouent a faibles doses, le role d'anesthésique locaux, d'analgésique,

d'antibiotiques, d'antiparasitaires, d'antipaludique, d'anti-tumoraux (Chenni, 2010).

I11. Résultats de I’étude quantitative
111.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode Folin-Ciocalteu. L'absorbance a
été lue a une longueur d'onde de 765 nm. Les résultats obtenus sont indiqués dans la courbe
d'étalonnage de I'acide gallique (Annexe 01).

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de 1’acide
gallique par gramme de 1’extrait (mg EAG/g E). A partir de la courbe d’étalonnage, la
concentration des polyphenols totaux est 28,8 + 0, 2 mg EAG/g E dans la macération et 27,1 +
0,1 mg EAG/g E dans I’ultrason. Les résultats obtenus sont presque similaire.

Par contre la teneur en polyphénols des travaux de Karimi et al., (2010) et Goli et al
.,2012 sur des extraits de Crocus sativus est 6,3+ 0,01 mg EAG/g E et 3,42+0,2 mg EAG/g E

,respectivement. Ces valeurs sont inférieures a ceux trouvé dans notre echantillon.
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Le choix du systétme de solvant d’extraction est trés important dans la détermination des

teneurs en polyphénols totaux (Tirichine, 2010). La distribution des métabolites secondaires
peut changer pendant le développement de la plante. Ceci peut étre lié aux conditions
climatiques hostiles (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité) qui stimulent
la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols. En effet, la teneur
phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques (génétiques) et
extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les
conditions de stockage) (Falleh et al., 2002), aussi dépendent & l'organe analysé, et les
conditions d'échantillonnage (Schlesier et al., 2002), les différentes maladies qui peuvent
affecter la plante (Park et Cha,2003).

L'augmentation de la température favorise I'extraction en améliorant a la fois la solubilité
du corps dissous et le coefficient de diffusion. Cependant, une température trop élevée, peut
également induire la dégradation de quelques composés phénoliques (YaQin et al., 2008).

Néanmoins, plusieurs chercheurs ont attiré ’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 escomptés (teneurs trés basses) (Chirinos et al., 2007; Druzynska et al., 2007 ; Nazck
et Shahidi, 2004 ; Nazck et Shahidi, 2006 ; Yap et al., 2009).

111.2. Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICl3). L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 420 nm. Les résultats obtenus sont

représentés dans une courbe d’étalonnage de la quercitrine (Annexe 02).

La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la quercétine
par gramme de I’extrait (mg EQ/g E). D'apres la courbe d'étalonnage obtenue lors du dosage des
flavonoides, on constate que Crocus sativus présente un teneur en flavonoides de I'ordre de 1,6 +
0,2 mg EQ/g E dans la macération et 2,4 + 0,3 mg EQ/g E dans I’ultrason. Donc nos résultats

sont différents selon la méthode utilisée.

Cette quantité est similaire a celle de stigma de la plante crocus sativus 2,9 £ 0,02 mg
EQ/g E (Karimi et al., 2010). En parall¢le, notre résultat n’est pas en accord avec les résultats
publiés par Khalili et al., (2016) des extraits de partie arienne et souterraine de Crocus caspius
56,7+ 1,4 et 11,6 £ 0,4 respectivement.
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D’aprés Lu et al., (2006) ; Klimczak et al., (2007) ; Vanamala et al.,( 2006), la variabilité
des teneurs en flavonoides dans 1’organe de la plante est influencée par plusieurs facteurs dont

I’origine génétique, le degré de maturation, le mode de conservation.

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).

IV. Evaluation de I'activité antioxydante
IV. 1. Test de piégeage du radical DPPH

Afin d’étudier D’activité antiradicalaire de notre extrait, nous avons utilisé la méthode basée
sur le DPPHe (2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl) comme un radical relativement stable, qui
posseéde une bande d’absorbance a 517 nm. La capacité antioxydante de I’extrait de la plante
étudiée a été déterminée et comparées aux activités des composés des étalons.

Les résultats obtenus pour le test de DPPH, exprimés en termes de concentration

inhibitrice de 50 % des radicaux (ICso), sont présentés dans la figure (16).
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Figure 16: Résultats de concentrations inhibitrices 50 %de DPPH.
A des fins comparatives, un antioxydant standard est utilisé 1’acide ascorbique, il a montré
une activité anti radicalaire trés puissante avec de ICso est 0,494 + 0,03 mg/ml, et l'activité
antioxydant de nos extraits est faible avec ICso de 1’ordre de 4,972 + 0,441 mg/ml par macération

et de 5,557 £ 2,362 mg/ml par ultrasons.
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D'apres Khalili et al., (2016) I'extrait éthanolique de racines et partie aérienne de Crocus

caspius un ICso de l'ordre de 906,1 + 21,3 mg/ml, 380 + 13,6 mg/ml. Ces valeurs sont plus
élevées par rapport a nos résultats. Selon Tlili, (2015) I'extrait de feuille de P. tomentosa posséde
un ICsp est 9,81+0,06 mg/ml., cette valeur est aussi relativement supérieure par rapport a nos
résultats.

Notre extrait montré une activité antioxydante modéré par apport I’extrait méthanolique de
Crocus sativus qui résultant par maceration et ultrasons 24,52 + 2,55 mg/ml, 24,58 £1,46 mg/ml,
respectivement (Stellut et al., 2021).

Les capacités des extraits naturelles a piéger les radicaux libres, dépend d’un certain
nombre de parametres ; la dose, la structure, les substituant et le degré de polymeérisation de la
molécule (Mohammedi, 2013).

Pour le mécanisme de piégeage le radical, la réaction entre I’antioxydant et DPPH dépend
de la conformation structurale de I’antioxydant. Certains composés réagissent rapidement avec
DPPH, réduisant un nombre de molécules de DPPH égal au nombre de groupements hydroxyles
(Bondet et al., 1997).

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiellement antioxydants ayant la capacité de piéger les
espéces radicalaires et les formes réactives de ’oxygene (Barreca et al., 2011), I’effet
scavenger des flavonoides(FLOH) est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend
thermodynamiquement capable de réduire les radicaux libres (Re¢) par un transfert d’atome
d’hydrogene a partir des groupements hydroxyle. Cette réaction donne naissance au radical
aroxyle (FLOe¢) et a la molécule radicalaire rendu stable (RH), le FLOe subira par la suite un
réarrangement structural permettant la redistribution de 1’électron célibataire sur le cycle

aromatique et la stabilisation de radicaux aroxyle (Javanovic et al., 1994).

IV. 2. Test de FRAP

Ce pouvoir se traduit par la réduction du Fe®*" en Fe?*, en présence d’antioxydants dans
I’échantillon testé. La quantité de Fe?" est suivie par la mesure de I’absorbance a 700 nm. Une
courbe d’étalonnage est élaborée par une solution standard de 1’acide ascorbique a des

concentrations différentes (figure 17).

34



Partie 02 Chapitre 11 : Résultats et discussion

2.000

1.800

1.600 -

1.400 -
1.200 -

1.000 -

0.800 -

0.600 -
0.400 -
0.200 -

0.000 -

icm icu icvitc

Figure 17 : Résultats de I'activité antioxidante par le teste FRAP

Les résultats obtenus dans la figurel7 montrent que I’acide ascorbique posséde une

activité antioxydante puissante avec une Aos de 1’ordre de 0,039 + 0,024 mg/ml.

Concernant les extraits de Crocus sativus, I'Aos égale a 1,783 + 0,646 mg/ml pour
macération et de 1,440 + 0,472 mg/ml pour ultrasons. Alors le résultat obtenu par macération un

peu plus élevé par rapport celle d'ultrasons.

Nos résultats sont incompatibles avec les travaux de Stellut et al., (2021) sur la méme
espéce qui a été trouvé par macération 535,83+10,30 mg/ml et 506,68 + 21,8 mg/ml par
ultrasons. Selon Khalili et al., (2016) la valeur de ultrasons de racine de Crocus capius est égale

360,2 +11,5 mg/ml, cette résultat est plus élevé que nos résultats.

Il existe une variabilité de la capacité des extraits végétaux a différents modes d'extraction
(ultrasons et macération) pour réduire le complexe tripyridyltriazine ferrique, cette variabilité est
doutée a variabilité dans les composés phénoliques. Les propriétés réductrices sont généralement
associées a la présence de réducteurs, qui ont la capacité de faire donner d’un électron a les

radicaux libres et de les convertir en des formes plus stables (Abirami et al., 2014).

Cette variabilité des ces propriétés a cause de la quantité notable de polyphénols et de
flavonoides de nos extraits qui peut jouer un rdle majeur dans I'inhibition antioxydante. Ainsi,
I’activité pro-oxydante de ces substances est le résultat de leur capacité a réduire les métaux
comme le Fe*3 pour donner Fe*? lequel réagira avec O, ou H,02 avec génération d’initiateurs de
I’oxydation (Kebieche, 2009).
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V. Evaluation de I'activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de l'extrait éthanolique de Crocus sativus a été
réalisée par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide.

L’activité antimicrobienne de l'extrait est déterminée en terme de diamétre de zone
d’inhibition produite autour des disques contenants l'extrait aprés 24h d’incubation a la
température adéquate pour le développement des bactéries. Les résultats sont présentés dans la

figure 18.
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Figure 18 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des extraits.

D'apres ces résultats, Nous pouvons confirmer 1’effet antibactérienne des racines de Crocus
sativus contre les souches bactérienne Staphylococcus aureus, Bacillus subtils et Pseudomonas
aeruginosa. Tandis que I'antibiotique Genl0. Cette efficacité est probablement due a la présence
des polyphénols, flavonoides qui sont des métabolites secondaires réputés pour leurs effets
antimicrobiens (XI1A et al., 2011).

Notons que la plus grande zone d'inhibition par macération est 1,095 + 0,084 mm a été
mesurée contre Pseudomonas aeruginosa, suivie d'une zone d'environs 1,074 + 0,064 mm contre
Bacillus subtils, une zone d'inhibition de 0,667 + 0,577mm a été observée contre Staphylococcus

aureus.

Par contre, nous remarquons que la plus grande zone d'inhibition par ultrasons est 1,067 +
0,17 mm a été mesurée contre Pseudomonas aeruginosa la zone d'inhibition ultérieure de
Staphylococcus aureus est d'environ 1,053 £ 0,210 mm et la zone d'inhibition de Bacillus subtils
est de 0,893 + 0,355mm.
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Selon la figure (18) nous avons conclu que 1’extrait obtenue par macération de notre plante

présente une activité plus efficace contre les souches examinées par rapport a I’extrait

d'ultrasons.

Nos travaux confirment I'ensemble des résultats de Lahlou et al., (2019) qui montrent une
activité antibactérienne contre S. aureus et P. aeruginosa significative par I'extrait de C. sativus.

Aussi, Mozhgan et al., (2020) se trouve une bonne activité sur la méme plante contre S. aureus.

D'autre part, les résultats montrent clairement un effet remarquable de I'extrait de Satureja

calamintha (nabta) et Ajuga iva (chendgoura) contre Bacillus subtils (Bougandoura , 2011).

Cette différence de résultats est due a la différence structurale entre les bactéries gram
positives et les bactéries gram négatives (David et Sudarsanam, 2013), Cette différence est en
relation avec la nature de leurs membranes (imperméables a la plupart des agents biocides)
(Faucher et Avril, 2002 ; Bouzid et al., 2011).

Chez les bactéries a Gram+, le peptidoglycane est trés épais et associé a des protéines
pariétales exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques et acides
teichoiques). En revanche chez les bactéries a Gram-, le peptidoglycane est trés fin et associé a
une enveloppe externe complexe définissant un espace périplasmique. Cette membrane externe
est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe constituée de phospholipides, de protéines
(porines) et de lipopolysaccharides (LPS). L'espace périplasmique est rempli d'enzymes qui
dégradent les substances complexes pour qu'elles puissent traverser la membrane cytoplasmique,
et inactivent les produits chimiques toxiques (antibiotiques). La résistance des bactéries a Gram-
aux glycopeptides et aux macrolides est due a l'incapacité de ces molécules a franchir la

membrane externe (Cristani et al., 2007 ; Boukhatem et al., 2014).

Le diamétre de la zone d'inhibition dépend principalement de nombreux facteurs, par
exemple: capacité de diffusion de substances (présentes dans les extraits) dans le milieu de
gélose, pouvoir antimicrobien des substances diffusées, la croissance et activité métabolique des
micro-organismes dans le milieu (Bandeira, 2006), en plus en fonction de la date de la récolte il
aura des variations trés importantes dans la composition chimique et de I’activit¢ (Athamena,

2009).
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Conclusion

A T’heure actuelle, La découverte de ressources naturelles du régne végétal reste capitale
pour la mise au point de nouveaux remedes thérapeutique. Elles sont considérées comme une
source de matiere premiere essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a
la mise au point de futurs médicaments. C’est pour cette raison que le patrimoine végétal doit
étre absolument préservé dans sa diversité et dans son étendue.

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal la valorisation de la plante
Crocus sativus récolté dans la région d'EI-Oued. Elle était choisie pour valoriser les racines d'une
plante médicinale du Sahara algérienne et surtout dans notre région par les analyses qualitatives
et quantitatives et I’é¢tude de ’activité antioxydant et antibactérienne. Donc, ce travail se veut
une contribution a une meilleure connaissance de cette espéce végétale.

L'extraction réalisée a partir des racines de notre plante en utilisant un mélange éthanol
/eau (80/20) par deux méthodes : macération et ultrasons, les rendements obtenus sont d'ordre de
17,5 % et 7%, respectivement.

Le screening phytochimique a mis en évidence divers métabolites secondaires dans les
racines de Crocus sativus : tanins, saponosides, terpénoides, alcaloides, anthraquinones,
flavonoides et polyphénols. Les deux méthodes d’extraction ont donné les mémes résultats.

Le dosage des phénols totaux des deux extraits éthanolique a révélé des teneurs
considérables par macération (2,88+0,2mg EAG/g E) et par ultrasons (2,71+1mg EAG/g E).
D’autre part, le dosage des flavonoides a montré que les deux méthodes macération et ultrasons
présentent des teneurs modérées de I’ordre de 1,6+0,2 mg EQ/g E et 2,4+0, mg EQ/g E,
respectivement.

L’étude de I’activité antioxydant par la méthode de réduction de fer et celle du piégeage de
radical libre DPPH des extraits éthanoliques correspondant a 1’espece étudié a montré que tous
nos extraits possedent un pouvoir antioxydant. 1l est a noter que le pouvoir réducteur de nos
extraits par macération est moins supérieur par rapport I'extrait obtenue par ultrasons, Par ailleurs
le pouvoir réducteur de deux extraits inférieur a celui de 1’acide ascorbique. D’autre part, I’étude
du pouvoir antioxydant de nos extraits par la méthode de pi¢geage du radical libre DPPH s’est
montré modérée dont les valeurs de ICso en particulier les extraits par macération
(4,972+£0,03mg/ml) qui est inferieur par rapport le pouvoir de l'acide ascorbique
(0,494+0,441mg/ml).

L’activité antimicrobienne des extraits végétaux sur des microorganismes pathogeénes s’est
avérée importante, vu que cette plante a révélé une activité remarquable sur les trois souches
testées, S. aureus, P. aeruginosa et B. subtils. Les extraits ont révélé aussi des activités

antimicrobiennes forte contre P. aeruginosa par les deux méthodes.
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Conclusion

Ces resultats confirment que la Crocus sativus est une plante médicinale élabore une
importance non négligeable en médecine, En effet, les racines de la plante possedent de
nombreuses propriétés thérapeutiques. Ces résultats restent cependant initiaux partiels. 1l 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.
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Annexe 01: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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Annexe 02: Courbe d’étalonnage de la quercitrine pour le dosage des flavonoides.



