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Introduction

Introduction

Depuis des centaines d’année, les €tres humains utilisent diverses plantes et herbes
présentes dans leur environnement, pour traiter, soulager diverses pathologies et maladies.
Ces plantes sont riches en métabolites dits : secondaires, elles peuvent donc synthétiser de
nombreux composés a partir de principales sources de médicaments, elles constituent donc
une énorme bibliotheque de composés avec une vaste diversit¢é chimique et d’activités
biologiques. Ainsi, I'évaluation de ces activités reste donc une tache trés intéressante et de
nombreuses ¢tudes peuvent étre intéressantes (Jaccot & Campillo, 2003).

En Algérie, I’industrie pharmaceutique ainsi les médecins, chimistes et des biologistes
cherchent a mieux comprendre 1’héritage des especes spontanées en médecine traditionnelle.
Leurs utilisation, leurs indications et leur principe actifs dans diverses pathologies et maladies
qui sont étudiés depuis une vingt ans (Djebaili, 1984; Bouattoura, 1988; Maizak et al.,
1993).

Elles ont été utilisées dans de nombreux domaines incluant par exemple la médecine,
la nutrition, les boissons, les teintures et les cosmétiques. Les effets antiseptiques de plusieurs
plantes aromatiques (épices, condiments) indiquent la présence d'antioxydants et d'ingrédients
antibactériennes (Hirasa & Takemasa, 1998).

Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques a conduit les
chercheurs a trouver puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes médicinales
et les plantes a cuire en quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet
adverse donc un autre moyenne pour lutter contre les maladies a par les antibiotiques
(Rauter et al., 1989).

Parmi les plantes connus depuis des millénaires a des fins thérapeutiques, nous
trouvons la famille des Iridacées, qui renferme plusieurs especes dont le safran ou Crocus
sativus.L.. 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
(Esmaeili et al., 2011).

Le safran est une plante trés répandue en tant qu’épice et condiment mais aussi utilisée
dans beaucoup de remedes traditionnels dans le monde entier. Il fait ’objet de nombreuses
¢tudes botaniques, chimiques et toxicologiques, afin de prouver son efficacité scientifique sur
le plan médical ainsi que son innocuité. L’utilisation du safran se développe fortement

actuellement.
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Introduction

Dans le cadre de notre travail, nous nous intéressons a I’étude 1’activité antibactérienne
et antioxydante de la plante Crocus sativus. récoltée de la région M'chedallah Willaya de

Bouira.

Notre travail se repartie en deux parties :

- La premiere partie est une syntheése bibliographique ou nous apportons des généralités sur

les plantes médicinales, la plante et les activités biologiques.

- La deuxiéme partie est la partie expérimentale qui est consacrée au méthodes d'extraction
des composés phénoliques a partir du stigmates du safran, leur dosage et leur effet
antibactériens vis-a-vis de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, et

Pseudomonas aeruginosa et effet antioxydant.

Enfin, une conclusion qui résumera tous les résultats obtenus et quelques perspectives.
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Chapitre 1 Plantes médicinales

1. Plantes médicinales

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques
des plantes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs

propriétés curatives et préventives (Iserin, 2001).

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques médicinales paraissent étrangers et
relevent de la magie, d’autres au contraire semblent plus fondés, plus efficaces. Pourtant,

toutes ont pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des hommes (Iserin,

2001).

La phytothérapie, qui propose des remedes naturels et bien acceptés par l'organisme,
est souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme
l'asthme ou l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquietent les

utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour l'organisme (Iserin, 2001).
I.1. La phytothérapie

La phytothérapie existe depuis que le monde est monde. Les hommes ont toujours
utilisé les plantes pour s'alimenter, dans un premier temps, et pour se soigner empiriquement,

ensuite (Moatti, 1990).

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de ces cent dernieres
années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies
bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin,

2001).

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car
l'efficacité¢ des médicaments tels que les antibiotiques décroit. C'est pourquoi, par exemple, on
utilise a nouveau l'absinthe chinoise et surtout son principe actif pour soigner la malaria

lorsque les protozoaires responsables de la maladie résistent aux médicaments (Iserin, 2001).

Le terme de phytothérapie provient du grec « phyton »: plante et «therapeia» :

traitement. Elle se définit donc comme l'utilisation des plantes, de parties de plantes ou de
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Chapitre 1 Plantes médicinales

préparations a base de plantes, qu’elles soient consommeées ou utilisées en voie externe pour

soigner les maladies (Moatti, 1990).

C’est une science a la fois ancestrale et moderne c'est-a-dire : elle exploite des savoirs
transmis oralement de génération en génération a certaines catégories d’individus inities : les

tradipraticiens de santé et les herboristes (Chabrier, 2010).
1.2. Qu’est-ce qu’une plante médicinale ?

Environ 35000 espéces de plantes sont utilisées a des fins médicinales dans le monde,
constituant la biodiversit¢ la plus largement utilisée par lI'homme. Malgré I'influence
croissante du systeme de santé moderne, les plantes médicinales continuent de répondre a des
besoins importants (Elqaj ef al., 2007). IIs ont un large champ d'action et leur puissance varie.
La plupart ont des effets spécifiques sur certaines organes de corps et sont reconnues pour

pouvoir traiter divers problémes (Iserin, 2001).

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au
moins une partie possede des propriétés médicamenteuses (Kanter et al, 2006). Ce sont
toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisée a des fins

thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthése de drogue utiles (Sofowora,
2010).

Autrement dit, une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés
particuliéres bénéfiques pour la sant¢ humaine ou animale. Elle est utilisée de différentes
maniéres (décoction, macération, infusion, etc.) et une ou plusieurs de ses parties peuvent étre

utilisées (racine, thizome, feuilles, fleurs, etc.) (Baran, 2000).

1.3. Le pouvoir d’une plante médicinale
Depuis le XVIII® siecle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a
isoler les substances chimiques qu'elles contiennent, on considere les plantes et leurs effets en

fonction de leurs principes actifs (Iserin, 2001).

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des
vertus thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles

présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin,

2001).
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Chapitre 1 Plantes médicinales

1.3.1. Définition des principes actifs

Les principes actifs font partie des métabolites secondaires. Ce sont des substances
chimiques actives issues de plantes fraiches ou desséchées, se trouvant souvent dans les
racines, les écorces, les sommités fleuries, les feuilles, les fleurs, les fruits, ou encore les

graines (Benghanou, 2012).

Le principe actif est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou
préventif pour 'Homme ou l'animal, contenu dans une drogue végétale ou une préparation a

base de drogue végétale (Pelt, 1980).

Les différents groupes des principes actifs sont les polyphénols, flavonoides, tanins,
saponines, alcaloides et les huiles essentielles. Leur recherche est d’une importance capitale

car elle permet la mise au point de médicaments essentiels.
1.3.2. Les différents groupes des principes actifs

Les effets de certaines plantes sont bien connus. La camomille allemande, par
exemple, est utilisée depuis des milliers d'années contre les troubles digestifs. L'aloes était

déja connu du temps de Cléopatre, ou il servait a adoucir la peau (Iserin, 2001).

Or,ce n'est que récemment que les ¢éléments actifs a lorigine des actions
thérapeutiquesdes plantes ont été isolés et étudiés. Il est indispensable de connaitre la

composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur l'organisme (Iserin,

2001).
A) Les polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques, généralement de haut poids
moléculaireayant des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques, forment une
grande classe de produits chimiques qu’on trouve dans les plantes au niveau des tissus
superficielles mais également dans toutes les parties de la plante (tiges, feuilles, racines, etc.)

(Hennebelle et al., 2004; Sarni et al., 2006).

Ce sont des composés photochimiques, organique non azoté et poly-hydroxylés
comprenant au moins un noyau aromatique a 6 carbones. Ils se subdivisent en sous classes

principales, a savoir : les acides phénols, les flavonoides, les lignines, les tanins (Sarni et al.,

2006).

Page 5



Chapitre 1 Plantes médicinales

Les polyphénols jouent un réle important dans le contrdle de la croissance et le
développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de
croissance, mais aussi utilisés dans I’industrie agro-alimentaire comme additif, colorant,

ardme ou agent de conservation (Bruneton, 1999).
B) Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments polyphénoliques qui contribuent, entre autres, a
colorer les fleurs et les fruits en jaune, orange ou rouge. Ils contient 15 atomes de carbone
rangés dans la configuration C6-C3-C6 ; soit deux noyaux aromatiques A et B reliés entre eux

par un hétérocycle oxygéné (C) (Erlund, 2004; Balasundram et al., 2006).

Les flavonoides sont généralement des antibactériennes, mais posseédent également des
propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Wichtl ez al., 2009). Elles peuvent étre utilisées
de multiples facons dans I'industrie cosmétique et alimentaire (jus de citron) et dans 1'industrie
pharmaceutique (les fleurs de tréfle rouge traitent le rhume et la grippe en réduisant les

sécrétions nasales) (Bruneton, 1999).

C) Tanins

Les tanins, une famille complexe de principes actifs qu'on trouve dans 1’ensemble des
végétaux, sont des composés phénoliques complexes obtenus a partir de la condensation des
phénols simples (Makkar, 2003). Ils ont la capacit¢ de former des complexes avec des
macromolécules (les protéines etc.) et des liaisons entre les fibres de collagénes, d'ou leur
viennent la plupart de leurs propriétés (Paolini et Dorchies, 2003). Il en existe deux types :

- Les tanins condensés :polymeres avec des unités flavonoides relices par de fortes
liaisons de carbone, non hydrolysable mais pouvant étre oxydées par les acides forts
libérant des anthocyanidines (Hopink et al., 2003).

- Les tanins hydrolysables :polymeres a base de glucose dont un radical hydroxyle

forme une liaison d'ester avec l'acide gallique (Hopink et al., 2003).

Tanin est un terme dérivé de I’ancienne pratique qui utilisait d’extraits de plantes pour
tanner les peaux d'animaux. Il sert a protéger les végétaux contre les parasites, a réparer les
tissus endommagés par un eczéma ou une brilure mais aussi ayant un effet antioxydant, anti -

inflammatoire, antivirales et antiseptiques (Iserin, 2001).
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D) Alcaloides

Les alcaloides forment une grande famille hétérogene de métabolites secondaires, qui
présentent un intérét par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en médecine.
Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, alcalines et de structure
complexe (noyau hétérocyclique), qui existent dans des nombreuses familles des plantes
(Wichtl, 2009).

Les alcaloides constituent la plupart des ingrédients actifs des plantes médicinales.
Leurs propriétés biologiques, aussi variées que leurs structures, continuent a étre bénéfiques

dans les traitements de différentes maladies ou des dysfonctionnements de 1’organisme

humain (Harbone et Herbert, 1999).

La plupart des alcaloides sont solubles dans l'eau et l'alcool, ont un golt amer, et

certains sont tres toxiques (Harbone et Herbert, 1999).
E) Les huiles essentielles

Les huiles essentielles ou encore « essences aromatiques végétales » sont des
molécules a noyau aromatique et caractere volatil offrant a la plante une odeur caractéristique,
se trouvent dans les organes sécréteurs. Elles se définissent comme étant des extraits volatils,
odorants et de consistance huileuse, tirés de certaines plantes par la distillation a la vapeur, le
pressage ou l'incision des plantes qui les composent. Elles apparaissent dans un grand nombre
de plantes en tant que sous-produits du métabolisme secondaire (Bruneton, 1999; Lardry et
Haberkorn, 2007).

Ces essences jouent un role dans la protection des plantes contre un exces de lumicre,
dans D’attirance des insectes pollinisateurs et dans le traitement des maladies inflammatoires
(allergies, l'eczéma etc.) et I'élimination des gaz intestinaux (les fleurs fraiches ou séchées de

la camomille) (Boree,2012).

En outre, 'usage médicinal des huiles essentielles dépend de leurs odeur et de leur
saveur ; leur effet irritant sur la peau et les muqueuses ; leur propriétés désinfectantes et leur

action bactéricides (Boree, 2012).
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F) Saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, les saponines (mot dérivé
du latin « sapo ») doivent leur nom au fait que, comme le savon, ses composés moussent une

fois agités avec de 1'eau (Bottger et Melzig, 2011).

Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les terpenoides. La structure
chimique des stéroides est similaire a celle de nombreuses hormones humaines (cestrogene,
cortisone), et de plantes qui en contiennent (Iserin, 2001).

Ils sont dotés d’activité hormonale moindre, posseédent des propriétés hémolytiques et
facilitent l'absorption des aliments mais parfois sont toxique a I’égard des animaux a sang

froid (Iserin, 2001).

G) Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments liposolubles naturels, synthétisés par les plantes,
contribuent a la coloration jaune, orange et rouge des végétaux (plantes, champignons, algues)
(Stahl et Sies, 2004). IIs dérivent d'une structure basale a 40 carbones qui inclue un systéeme
de doubles liaisons conjuguées. Les caroténoides font parti de la famille des tétraterpenoides
et ils sont divisés en deux groupes: les composés non oxygénés "les caroténes " tels que le
béta carotene et les composés oxygénés '"les xanthophylles" tels que la lutéine
(Tanumihardjo, 2013).

Les caroténoides jouent un role antioxydant trés important. Le systétme de doubles
liaisons conjuguées au niveau de leurs longues chaines qui servent a l'absorption lumineuse ;
il confere a ces molécules leur couleur attractive permettant ainsi leur qualification et
quantification. Le pouvoir antioxydant des caroténoides est bas¢ sur leur propriété atténuante
de l'oxygene singulet et ils le transforment en O, moléculaire triplet et leur capacité a piéger

les radicaux peroxydes (Sergio et al., 1999).
0, + Car ——> 0, +Car’

Car¥ ——> Car + chaleur
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Chapitre 11 Monographie de la plante étudiée « Crocus sativus »

II. Monographie de la plante étudiée « Crocus sativus L. »

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a celle des civilisations.
En effet, I’histoire des peuples a travers les régions du monde atteste que ces plantes ont
toujours occupées une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans

les préparations culinaires (Lahmadi ez al., 2013).

Parmi ces plantes, Crocus sativus L., autrement dit le safran, qui appartient a la
famille des iridacées et qui se caractérise par des stigmates de la fleur qui représente le safran
en lui-méme, est désigné par I’appellation « or rouge », appellation hautement justifiée par sa

grande valeur commerciale due a la cherté de la main d’ceuvre (Lahmadi ef al., 2013).

Cette épice historique, réputée depuis I’antiquité pour son usage culinaire, est bien
moins connue du grand public pour son emploi dans les domaines de la médecine et de la
cosmétique. Pourtant, les anciens, n’ont cessé¢ de ['utiliser et de la cultiver pour ses

nombreuses vertus (Palomares, 2015).

Ce chapitre a pour but d’identifier avec précision cette espece médicinale poussant
dans la région, par le biais d’un inventaire suffisamment détaillé (étude botanique, culture et

composition chimique), ainsi que les différents usages thérapeutiques et les maladies traitées.

II.1. Présentation des Iridacées

Les iridaceaes sont une famille vaste et diversifiée d'environ 80 genres et 2 200
espéces, principalement centrée sur les continents de I'hémisphére sud, I'Australasie, 'Afrique
subsaharienne et ' Amérique latine, bien qu'avec une représentation substantielle en Amérique

du Nord et en Eurasie (Britannica, 2020).

Elle est généralement caractérisée par des feuilles équitantes isobilatérales et des fleurs
épigynes a trois étamines (en face des tépales externes, c'est-a-dire dépourvus de verticille
intérieur, contrairement a d'autres Liliales, comme les Burmanniaceae, qui manquent de

verticille extérieur) (Britannica, 2020).

Outre les orchidées, les iridacées représentent l'une des plus grandes familles du
superordre Liliiflorae, qui se caractérise largement par la présence de tépales pétaloides,

souvent de couleur vive (Rudall, 1994).
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Les plantes de la famille des Iridacées sont principalement des herbes vivaces , bien
qu'il existe également quelques arbustes et herbes a feuilles persistantes. La plupart ont de

longues feuilles étroites, généralement a nervation parallcle (Rudall, 1994).

Les tiges souterraines peuvent appartenir a au moins trois  types
structurels :rhizomes ,ampoules et cormes . Chez de nombreuses especes d'iris, la tige est
horizontale, robuste et annelée de cicatrices foliaires. C'est un rhizome qui pousse souvent
partiellement expos¢€ mais est fermement enraciné dans le sol. Les especes d’iris originaires
du sud-ouest d'Europe produisent généralement des bulbes. Ce type de tige est court et
conique et de nombreuses bases de feuilles naissent, I'une a l'intérieur de l'autre. Ces culots
sans soudure constituent l'essentiel de l'ampoule et servent a propager la plante (Rudall,

1994).

La reproduction par graines est également trés importante dans la famille des iris et est
essentielle dans le développement de nouveaux hybrides . Chez Crocus, une seule fleur peut
se développer a partir de chaque corme, mais dans de nombreux autres genres, comme
chez Iris et Gladiolus, une inflorescence (grappe de fleurs), parfois ramifiée, nait de la tige

souterraine (Rudall, 1994).

Les fleurs possédent généralement trois sépales , trois pétales et trois larges stigmates
réceptifs au pollen branches, sous lesquelles sont cachées les anthéres productrices de
pollen. Ces parties florales sont situées au-dessus d’ovaire (ovaire inférieur), qui se compose
de trois carpelles unifiés en un seul pistil. Les ovules dans la partie ovarienne deviennent des

graines et l'ovaire mirit en fruit (Rudall, 1994).

Les membres des Iridaceae produisent des capsules seches, un fruit qui s'ouvre pour

libérer les graines (Rudall, 1994).

11.2. Crocus sativus

Le safran est I'épice la plus chére au monde et est utilis€ depuis I'antiquité pour son
ardme et sa capacité a donner aux plats et aux textiles une teinte jaune doré. Au cours des
derniéres décennies, les propriétés médicinales de la plante sont également devenues

intéressantes (Nemati et al., 2019).
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I1.2.1. Histoire

Le safran, considéré comme un cadeau des dieux qui peut guérir les maladies et les
blessures, est l'une des épices les plus anciennes, son histoire remontant a la plus haute
antiquité (Algrech, 2001). Des auteurs antiques, comme Homére, Salomon, Pline ou Virgile,
mentionnent cette fleur dans leur récit, qui était alors considérée comme divine (Mzabri et

al., 2019).

La premiere représentation date de 1600 a 1700 avant JC et a été trouvée sur une

fresque du palais de Minos en Créte, représentant des personnages cueillant du safran

(Mzabri et al., 2019).

Concernant l'origine et la domestication du safran : Vavilov indique que son origine
est le Moyen-Orient, tandis que d'autres auteurs suggerent I'Asie centrale ou les iles du sud-

ouest de la Gréce (Mzabri et al., 2019).

Negbi prouve également que Crocus sativus a trés probablement été sélectionné et
domestiqué en Crete a I'age du bronze. De cette zone primaire, il se serait propagé a I'Inde, a
la Chine et aux pays du Moyen-Orient et c'est a partir de ces derniers pays que les Arabes ont
répandu le safran dans tout le bassin méditerranéen, comme au Maroc, ou il était tres

probablement introduit au IX° siécle (Mzabri et al., 2019).

En 2015, la plantation de safran au Maroc a été réalisée sur une superficie d'environ
1600 ha avec un rendement moyen de 3,5 t, faisant du Maroc le quatriéme producteur mondial

de safran (Mzabri et al., 2019).
11.2.2. Etymologie et noms vernaculaires

Le nom «safran» est dérivé du latin « safranum », qui est inspiré de I’arabe
« zaafaran » dont ces racines expriment un concept de base, la couleur jaune. Le mot
« crocus » vient du grec « krokos », qui veut dire « filament », par rapport aux stigmates de la
plante. Au méme temps, le terme « sativus » signifie « cultivé », car Crocus sativus, ne
peuvent pas se reproduire sans les mains humaines en raison de leur reproduction végétative
(Dupont, 2001).

Les especes du genre Crocus possedent plusieurs nominations. Elles sont connues

sous le nom: « zafaran » en arabe, « koricos » en grec alors que les romains utilisaient le
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terme « crocum ». En Inde, cette épice dorée est connue sous le nom de « kum kum » et

«kesar » en sanskrit et « koung » en langue cachemirie (Srivastava et al., 2010).
I1.2.3. Culture et écologie

Le safran s’octroie une culture a contre saison car la végétation se produit en hiver et
la dormance commence dés le début de 1’été (Douglas et Perry, 2003).

Comme la pérennisation du safran est obtenue grace a la multiplication végétative du
bulbe souterrain, tous les safrans dans monde ont le méme patrimoine génétique et sont issus
d’un seul bulbe (Douglas et Perry, 2003).

Le Crocus est une plante stérile n’existant pas a 1’état sauvage. Par conséquent, sa
culture est complétement dépendante de I’homme et cela depuis des centaines d’années.
(Douglas et Perry, 2003).

La culture exigeante du safran fait de cette plante une ressource a haute valeur ajoutée
permettant la création d’emplois et I’amélioration du revenu familial, notamment, en zones
rurales. Egalement, sa pratique peut contribuer a la mise en valeur de terre en régions arides et

semi arides et son développement s’inscrit dans la stratégie du développement durable
(Lahmadi et al., 2013).

Voici ci-dessous une figure qui représente le cycle de développement annuel de

Crocus sativus :
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Figure 01: Cycle de développement annuel de Crocus sativus (Lazérat,2009).
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I1.2.4. Répartition géographique et production du Crocus sativus

Crocus sativus est distribué principalement dans la région méditerranéenne et en Asie

du Sud-Ouest (Amokrane et Atroun, 2020).

La plus grande part de la production mondiale provient d’une large ceinture qui
s’étend de la mer Méditerranée au Cachemire occidental. Environ 300 tonnes de safran sont
produites par an, incluant les poudres et les stigmates, dont 200 tonnes pour les stigmates

seuls (Amokrane et Atroun, 2020).

L’Iran domine ce marché a plus de 90 %. Selon Teusher (2005), les principales
régions de culture et les premiers exportateurs mondiaux de safran sont : I’Iran, I’Inde, la
Grece, le Maroc, I’Espagne, la France, la province de Baloutchistan au Pakistan, le canton du
Valais en Suisse, la Chine, I'Italie, le Japon, la région de Safran Bolu en Turquie et le

Pennsylvanie aux Etats-Unis (Amokrane et Atroun, 2020).

La carte ci-dessous (figure 02) rassemble les pays producteurs du safran.

Figure 02 : Pays producteurs du safran(Amokrane et Atroun, 2020).

Depuis 2009, I’ Algérie s’est lancées dans la production du safran a travers 25 wilayas
a savoir : Khenchla , Gherdaia, Oran, Constantine, Batna, Biskra, Blida, Tipaza ,Ain defla,

Tizi ouazou et Oum El-Bouaghi (Amokrane et Atroun, 2020).
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I1.2.5. Description botanique

Le safran appartient a la famille des iridacées. Cette plante herbacée vivace (Figure
03) atteint 10 a 25 cm de hauteur en se développant a partir de ses bulbes (Mzabri et al.,
2019).

Le bulbe, de forme sub-ovoide, est de taille et de formes variables. Il a une structure
massive et est couvert par de nombreuses spathes concentriques. Chaque bulbe meére produit a
partir des bourgeons apicaux un a trois gros bulbes filles et plusieurs petits bulbes a partir des

bourgeons latéraux (Mzabri et al., 2019).

Le safran posséde deux types de racines : des racines fibreuses et fines a la base du

bulbe mere, et des racines contractiles formées a la base des bourgeons latéraux (Mzabri et

al., 2019).

Les feuilles varient de cinq a 11 par bourgeon. Ils sont trés étroits et mesurent entre 1,5
et 2,5 mm de couleur vert foncé. Ils mesurent de 20 a 60 cm de long avec une bande

blanchatre a I'intérieur et une nervure a l'extérieur (Mzabri ef al., 2019).

Les fleurs de Crocus sativus commencent a apparaitre au début de l'automne, vers la
fin septembre de couleur pourpre composées de six tépales, trois sont internes, tandis que les
trois autres sont externes, qui se rejoignent au niveau du long tube qui nait de la partie
supérieure de l'ovaire). A leur apparition, les fleurs sont protégées par des bractées
membraneuses blanchatres. Le pistil est composé d'un ovaire infére d'ou nait un style fin de 9
a 10 cm de long. Le style se termine par un seul stigmate composé de trois filaments de
couleur rouge intense dont la longueur dépasse celle des tépales, qui sont la partie de la plante

intéressante pour 'homme du point de vue de la culture (Mzabri et al., 2019).
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pétales

pistils (3 stigmates)
bouton fioral
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sparthe de [a fleur
sparthe de feville
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fruit en capsule
bulbes ou corme

racines

Figure 03 : (A) Corme, (B) Fleur et (C) Stigmate de Crocus sativus (Jan et al., 2014).
I1.2.6. Classification

Parmi les 85 especes signalées du genre Crocus, C. sativus (figure 04) est la seule
espece qui attire I'attention particuliére en raison de son potentiel médicinal, de ses propriétés
colorantes et de son utilisation d'épices (Dar et al., 2017).

La position systématique de Crocus sativus L. est la suivante (Dar et al., 2017) :

< Regne : Plantae

< Division : Spermatophyta

* Sous-division : Angiospermae
%+ Classe : Monocotyledonae

¢ Sous-classe : Liliidae

¢ Ordre : Liliales

¢ Famille : Iridaceae

X/

% Genre : Crocus

X/

¢ Espece : C. sativus
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Figure 04 : Crocus d'automne (Crocus sativus) en fleur. Les trois stigmates orange de chaque

fleur sont collectés et séchés pour en faire une épice au safran (Britannica, 2020).
I1.2.7. Composition chimique

Outre les principaux métabolites tels que les glucides, les minéraux, les graisses et les
vitamines, le Crocus sativus L. contient quatre principaux composés bioactifs, a savoir la
crocine (esters monoglycosyliques de polyténe), la crocétine (un précurseur d'acide
dicarboxylique caroténoide naturel de la crocine), la picrocrocine (précurseur glycoside
monoterpénique du safranal et produit de la dégradation de la zeaxanthine) et le safranal

(Figure 05), tous contribuant respectivement a la couleur, au golt et a l'arome (Jan et al,
2014).

La présence de composés biologiquement actifs tels que la crocétine, la picrocrocine et

le safranal fait de cette épice un candidat prometteur pour étre un aliment fonctionnel (Dar et
al., 2017).

Les études menées sur la composition phytochimique du safran ont rapporté divers
composés volatils (>150), non volatils (caroténoides, lycopéne et o et caroténes) et

aromatiques (Dar et al., 2017).

Trois composants clés du safran ont été signalés comme les crocines, la picrocrocine et
le safranal (exprimés principalement dans le stigmate), suivis de la présence de vitamines

(riboflavine et thiamine) sous forme de traces (Dar ef al., 2017).
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La couleur rouge du stigmate est due a la crocine (longue chaine de tétraterpénes

hautement insaturés et conjugués)(Dar et al., 2017).

Chez C. sativus et ses autres especes, cing sortes différentes de crocines (crocine-1 a

crocine-5) ont ét¢ documentées (Dar et al., 2017).

L'adour et 'amertume du safran sont dues a la picrocrocine, et est utilis€ comme agent

aromatisant (Dar et al., 2017).
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Figure 05 :Principaux constituants chimiques de Crocus sativus (Jan et al., 2014).
I1.2.8. Vertus thérapeutiques

Outre son importance médicinale, le safran est utilis¢ comme épice (considéré comme
le roi de tous les temps du monde des épices), comme colorant, comme parfum, dans

'industrie alimentaire (Dar et al., 2017).
A) Cosmétologie et utilisations en parfumerie du safran

Outre les propriétés antioxydantes, le safran présente de multiples intéréts pour des
applications cosmétiques. Plus récemment, il a suscité un regain d'intérét pour son utilisation

en cosmétique (Mzabri ef al., 2019).

Depuis I'Antiquité, le safran est utilisé a des fins cosmétiques, absorbé en infusion ou
encore en application cutanée, mélangé a de la maticre grasse ou macéré dans du lait d'anesse,

pour ses propriétés éternelles de jeunesse (Mzabri et al., 2019).
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Cléopatre l'utilisait dans ses produits de beauté. En médecine traditionnelle iranienne,
le safran peut améliorer le teint et peut étre utilisé pour traiter 1'érysipele. En médecine
grecque traditionnelle, il peut rafraichir la peau du visage et est utilisé pour soulager le foie de
la domination de la bile et pour traiter I'acné, les maladies de la peau et les plaies. De plus, le

corps peut paraitre plus jeune et plus lumineux (Mzabri et al., 2019).

Dans une autre catégorie, les femmes hindoues utilisaient le safran pour fabriquer le
bindi, le point jaune sur le front. C'est en quelque sorte un troisieme ceil symbolisant la bonne

fortune et la conscience (Mzabri et al., 2019).

De nos jours, les tépales de safran ont été étudiés dans plusieurs études comme étant
riches en crocine et en kaempférol, représentant ainsi une source importante de composés

bioactifs pour des formulations cosmétiques potentielles(Mzabri et al., 2019).
B) Potentiel médicinale du safran

Selon les rapports, depuis les temps préhistoriques, le potentiel médicinal de C. sativus

est bien documenté (Dar et al., 2017).

Dans le scénario actuel, I'extrait d'eau de safran (caroténoide) s'est avéré avoir un
potentiel médicinal pour traiter le cancer, les complications cérébro-vasculaires et
cardiovasculaires ; il est également signalé qu'il a diverses autres activités dans différentes

parties du monde, par exemple(Dar et al., 2017) :

R

¢ Au Moyen-Orient, il serait utilis¢é comme antispasmodique, aphrodisiaque, carminatif,
activateur de la cognition, emménagogue et thymoleptique (Dar et al., 2017) ;

¢ Dans le systéeme de médecine traditionnelle chinoise, le safran était utilisé pour traiter

I'aménorrhée, les accouchements a haut risque, la ménorragie et la lochiostase post-

partum (Dar et al., 2017);

» Dans le systetme indien de médicaments, il était utilisé pour traiter la maladie de la

*,

bronchite, de la fievre, des maux de téte, des maux de gorge et des vomissements (Dar

etal., 2017).

Diverses activités pharmacologiques sont également signalées dans le safran, a savoir :
activité¢ anti-hypertensive, activité anti-convulsivante, activité antitussive, action anti-

inflammatoire et activité¢ antioxydante (Dar ef al., 2017).
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II1. Matériel et méthodes
II1.1. Matériel

La partie expérimentale a été effectuée au sein du laboratoire de la microbiologie,
faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre a I'université Akli

Mohand Oulhadj Bouira.

Ce travail comporte trois parties :
» Préparation de I’extrait a partir des stigmates de safran Crocus sativus par la méthode
d’infusion et macération;
» Analyse phytochimiques et dosages des polyphénols totaux, des flavonoides, tannins,

saponines et caroténoides au niveau de cet extrait des stigmates de Crocus sativus L;

Y

Evaluation de I’activité antiradicalaire par le teste de DPPH et ABTS;
» Teste I’activité antibactérienne de 1’extrait par la méthode de diffusion des disques sur
milieu solide.

II1.1.1 Récolte et préparation

Le matériel végétal est utilisé au cours de notre étude est la partie aérienne de Crocus
sativus.L, une plante locale de la région de Mechdallah, Wilaya de Bouira.

Le matériel végétal constitué de la partie aérienne de la plante récoltée pendant le mois
de novembre 2020. Apres séchage de la partie aérienne a une température ambiante, Elle est
conservée et stockée dans des bocaux en verre fermé hermétique a 1’abri de la lumiere solaire

et de 'humidité (afin de préserver au maximum [’intégrité de sa composition chimique)

pendant un a deux mois.

Figure 06: photographie des stigmates de safran.
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I11.2. Méthodes
I11.2.1. Préparation des extraits
Des différentes méthodes d’extractions peuvent étre adaptées a I’extraction des
composés naturels. Parmi celles-ci nous avons choisi:
% L’infusion hydroalcoolique
C’est une technique simple et facile a mettre en ceuvre. Une quantité de 2,5g
des stigmates du safran seéche, a ét¢ mise en contacte avec 50 ml du méthanol/ eau a 35/15

(v/v) bouillant, cette préparation a été agitée et laissée a refroidir a I’abri de la lumicre

pendant 15 minute. Apres filtration par un papier filtre wattman, on récupere le filtrat.

% Macération

Dans un Erlenmeyer, mettre 2,5g du matériel végétal séché (stigmates du safran
séche) et non broy¢ avec 50 ml de mélange méthanol-eau a 35/15 (v/v) sous agitation a
l'obscurité, a une température ambiante pendant 24h. Filtrer le mélange et récupérer le

filtrat.
Le solvant d'extraction a été évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif a une
température de 40 © C. L’extrait sec obtenu est pesé¢ pour estimer le rendement d'extraction
obtenu puis quantifi¢ par la formule ci- dessous. Les extraits obtenus sont conservés dans

dessiccateur a l'abri de I'humidité et de la lumiére.
Rendement d'extraction (% )= [(P;-Py)/E]*100

Py. poids du cristallisoir vide (g).
P1. poids du cristallisoir contenant I'extrait apres 1'€ vaporation (g).
E. poids de la plante (g).

I11.2.2. Tests phytochimiques
I11.2.2.1. Mise en évidence des principaux constituants chimiques

Le but de mettre en évidence la présence ou I’absence des principaux meétabolites
secondaires. Les tests sont réalisés sur les extraits obtenus par infusion et macération.

a) Recherche des polyphénols

Pour la recherche et la caractérisation des composés appartenant au groupe des
polyphénols nous utilisons la réaction au chlorure ferrique. 0,5 ml de solution de FeCls (p / v)
ajouté dans 2 ml de solution d'essai, formation d'une couleur intense indique la présence de

phénols.
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b) Recherche des flavonoides

Les composés appartenant au groupe des flavonoides sont mis en évidence grace a la
réaction shinoda.

Dans un tube a essai contenant 0,5 ml de I'extrait, 10 gouttes d'acide chlorhydrique
dilué suivies d'un petit morceau de magnésium ont été ajoutées. La formation de couleur
rouge, orange ou violet a indiqué la présence de flavonoides.

¢) Recherche des tannins
Pour la recherche de la présence des tanins, on utilise:
Test de chlorure ferrique: 1,5 g de matériel végétal sec sont placés dans 10 m1 de MeOH 80
%. Apres 15 minutes d’agitation, les extraits sont filtrés et mis dans des tubes. L’ajout de
FeCl; 1 % permet de détecter la présence ou non de tanins. La couleur vire au bleu noir en
présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques (Rizk et al.,
1982).
d) Recherche des terpénoides
A 2.5 ml de chaque extrait a été ajout¢ Iml de chloroforme suivi d’une

homogénéisation nous avons ajouté 1ml H, SO4 concentré (Pooja et Vidyasagar, 2016).

e) Caractérisation des saponines par I’indice de mousse

Nous avons versé dans des tubes a essai, 10ml de I’extrait total aqueux .Chacun des
tubes est agité avec énergie en position horizontale pendant 15 seconds. Apres un repos de 15
min en position verticale on mesure la hauteur de la mousse persistante en cm. Une hauteur

persistante supérieur a 1 cm indique la présence abondante de saponosides (bekro et al,
2007).

f) Recherche des alcaloides

La mise en évidence des alcaloides est basée sur leur capacité a former des précipités
ou des complexes insolubles avec des métaux lourds contenus dans les « réactifs généraux des

alcaloides » (Wagner, Mayer, Bouchardat, Dragendorff, etc.).

+ Test de Wagner
un volume de 2 mL de chaque extrait a ét¢ mélangé avec 0.5 mL de réactif de Wagner.
La formation d'un précipité brun rougeatre indique la présence d'alcaloides (Kokate et al,

2001).
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I11.2.2.2. Dosages des polyphénols totaux

Le composé phénolique réagit avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est
compos¢ dun mélange d’acide phosphotungstique (H3PW204) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMO;,040) qui se réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
meélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO»3) et de molybdeéne (MogO23).

Cette réaction développe une coloration bleue qui est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits végétaux et qui peut étre dosée par spectrophotométrie
UV-VIS dont I’absomption maximale est de 765 nm (Ribéreau-Gayon, 1968; Cicco ef al,
2009).

La teneur en composés phénoliques totaux, des extraits préparés ci-dessus, est

déterminée par une méthode spectrophotometrique décrite par Owens et Johns (1999).

Dans des tubes a essai, un volume de 1000 pl de réactif de Folin Ciocalteu (1N) est
additionné a chaque tube contenant préalablement 10 pl d’extrait (mg/ml) de plante et 90 pl
de mélange (méthanol/eau distillée). Aprés 10 min d’incubation, 800 pl de la solution de
carbonate de sodium est ajoutée a chaque tube. Une fois agité, les tubes sont incubés pendant
30 min a température ambiante et a I'obscurité. Des mesures d'absorbance sont enregistrées a
765 nm en utilisant un spectrophotomeétre par rapport a un blanc préparé sans extrait. Les
concentrations en composés phénoliques de I’extrait sont déterminées en se référant a une

courbe d'étalonnage (annexe II)

I11.2.2.3. Dosage des flavonoides

Le réactif utilisé est la solution incolore de trichlorure d’aluminium (AICI3). Le principe
de cette technique est basé¢ sur ’oxydation des flavonoides par ce réactif. Elle entraine la
formation d’un complexe jeune qui absorbe a 415 nm (Marinova et al., 2005).

Les flavonoides contiennent des groupements hydroxydes OH libre en position 5, qui
peuvent donner en présence du chlorure d’aluminium (AICIl;) un complexe tres stable de

couleur jaune. Ce dernier peut étre dosé par un spectrophotometre UV-VIS a une longueur

d’onde 415 nm (Ribéreau-Gayon, 1968; Bahorun ez al.,, 1996; Djeridane et al., 2006).

La détermination du taux de flavonoides contenus dans les extraits est réalisée par la
méthode décrite par (Djeridane ef al., 2006). Pour 2 ml d'une solution d'extrait (3mg/ml) des
stigmates, un volume équivalent du trichlorure d’aluminium a 2% préparé¢ dans du méthanol,
est ajouté. Le mélange est vigoureusement homogénéisé et laissé reposer pendant 15 minutes

a l'obscurité, la lecture est effectuée a 415 nm par rapport un blanc préparé sans 1'extrait. Les
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concentrations en flavonoides sont déterminées en se référant a une courbe d’étalonnage
réalisée avec la quercétine (Annexe II). Les résultats sont exprimés en mg équivalent

quercétine par g de maticre seche (mg EQ/g MS).
I11.2.2.4. Dosage des caroténoides

La wvaleur d'absorbance de caroténoides des extraits a ¢été déterminée par
spectrophotometre UV-vis a 480 nm apres dilution. Le rendement total en caroténoides (ug/g

matire seche) a été calculé selon la formule suivante (Gu et al., 2008):

100X A XD xV
0,16 x w

Rendement en carotenoides (ug/g) =

A: absorbance
D:dilution
V: Volume de solvant d'extraction

w: poids de la plante séchée
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II1.2.3. Activité antimicrobienne

I11.2.3.1. Bactéries

L’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait des stigmates de Crocus sativus, a
été réalisée vis-a-vis de 4 souches bactériennes. 11 s’agit de deux bactéries a Gram négatif et
deux bactéries a Gram positif (tableau 1), qui sont entretenues par des repiquages sur un
milieu solide qui s’agite d’une gélose nutritive et incubé¢ a 24 h.

Tableau I : Tableau représentatif des différentes souches microbiennes testées.

Souches bactériennes Reference
Enterococcus feacalis

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

ATCC: Americain Type Culture Collection.
I11.2.3.2. Standardisation des souches

L’activité de tout agent antimicrobien dépend de la densité de la suspension cellulaire
de la souche cible utilisée. La taille de l'inoculum bactérien est un élément primordial
contribuant de fagon essentielle a la qualité des résultats de I'antibiogramme, d’ou la nécessité
de standardiser I'inoculum bactérien. Ce dernier est préparé, dans de 1’eau physiologique, a
partir d’une culture jeune et pure de 18 h. Cette suspension bactérienne est soumise a un

balayage 625 nm afin de déterminer 1’absorbance de chaque souche dont I’intervalle est entre
A=0.08 a 0.13.

I11.2.3.3. Evaluation de I’effet antimicrobien par technique d’aromatogramme

L’activité antimicrobienne de 1’extrait de Crocus sativus est évaluée en utilisant la

méthode de diffusion des disques sur milieu solide " méthode de I'aromatogramme".

Le protocole suivi dans la présente étude, pour réaliser cet aromatogramme, est rapporté
par plusieurs auteurs Chevalier et al., 2003; Kablan ez al., 2008; Abou Elkhair et al., 2010
ou les disques d'antibiotiques vierges sont remplacés par des disques imprégnés avec les
différents concertations d’extrait. A partir d'une culture jeune de 18 a 24 heures, des colonies
isolées sont prélevées (2 a 4 colonies) puis mises dans 9 ml d'eau physiologique, apres

homogénéisation de la suspension bactérienne, I'absorbance de la suspension est ajustée a une
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absorbance entre 0,08-0.13 a 625 nm a I’aide de spectrophotométre. Des boites de Petri
coulées avec le milieu gélosé Mueller Hinton de 4 mm d'épaisseur, sont ensemencées dans
des conditions aseptiques, par écouvillonnage, a partir de suspensions de souches tests.
Ensuite des disques de papier stériles sont déposés dans des boites de Petri ensemencées puis
imprégnés avec un volume de 20 pl des différents concentration d’extrait de safran a
différents concentrations (Karabay-Yavasoglu et al., 2007; Abou Elkhair ef al, 2010). Les
boites de Pétri sont mises au réfrigérateur a 4°C pendant deux heures pour une pré-diffusion.
Apres I’'incubation a 37°C/24 heures pour les souches bactériennes, des zones d’inhibition

tout autour des disques sont mesurées en millimétres (Bansemir ez al., 2006).

Les solvants d’extraction (méthanol absolu) sont utilisés comme témoins négatifs vis-

a-vis de toutes les souches cibles. Un standard de polyphénol (acide gallique) est testé vis-d-vis

de toutes les souches cibles.

Mesure par
spectrophotometre UV-VIS

Culture bactérienne
pure de 15h

9mldel’eau physiclogie

Placer les disques vierges
stériles et déposer 20ul
d’extraits a différant
concentration sur les
disques

Ensemencement par un
écouvillon

smo1/2 1/4 1/8 1/16 Témoin

Figure 07 : Schéma explicatif de la technique des disques (aromatogramme).

Des zones d’inhibition autour des disques sont mesurées en millimétres apres

incubation a 37°C/24 heures pour les souches bactériennes (Bansemir et al., 2006).

La sensibilité des bactéries cibles envers les différents composés est classée selon les

diamétres des halos d’inhibition: @ <8 mm: souche non sensible (aucune activité); 9< @ <14
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mm: souche sensible (activité intermédiaire); 15< @ <19mm: souche trés sensible (forte
activité) et @ >20 mm: souche extrémement sensible (trés forte activité) (Pereira et al,
20006).

II1.2.4. Activité antioxydante

I11.2.4.1. Evaluation de I’activité antiradicalaire (piégeage du radical libre DPPH)

Afin d'étudier lactivité antiradicalaire de l'extrait de safran, nous avons utilisé la
méthode du DPPH (2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl) qui est un radical relativement stable,
dans ce test, les antioxydants réduisent le diphénylpicrylhydrazyl ayant une couleur violette
en un compos¢ jaune, le diphénylpicryl hydrazine, dont la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons
(Sanchez-Moreno, 2002).

Le DPPH absorbe a une longueur d'onde de 515 nm a 520 nm dans le visible. L'effet de
chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par Chaouche et al., 2013. Un
volume de 50 pl de différentes concentrations (0 a 0,4 mg/ml) de chaque extrait est ajouté a
1950 pl de la solution méthanolique du DPPH (0.025 g/l) fraichement préparée. Les tubes
sont incubés a l'obscurité pendant 30 min a température ambiante.

L'absorbance est effectuée a 517 nm a l'aide d'un spectrophotométre, contre un blanc
pour chaque concentration qui contient 50 pl de chaque concentration de I'extrait et 1950 pl
du méthanol (Sanchez Moreno et al., 1998).

I11.2.4.2. Test de I’acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline sulfonique (ABTS)

Ce test est basé sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser un radical cationique ABTS
de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS incolore. Par piégeage d'un proton par

l'antioxydant suivant la méthode de Katalinic ef al, (2006).

CH; CH; CH, CH; e
CH, CH, CH, CH,
N N N N
[ea s G 0 ot
HO;S S S SO;H O3S S S SO;
ABTS .
ABTS

Figure 08 : Structure de la forme réduite d'ABTS et la forme du radical cationique ABTS "
(Marc et al., 2004).

Page 26



Chapitre 111 Matériel et méthodes

Un volume de 50 pl des d’extrait (12,5 mg/ml) des différents extraits est ajouté a un
volume de 1950 pl d’une solution ABTS préparé dans I’éthanol. Ce mélange est agité et laissé
au repos. La décoloration, par rapport a un controle, est mesurée au spectrophotometre a 737

nm apres incubation a température ambiante, a I’obscurité, pendant 7 minutes.

% Inhibition = [(Abs 737 contréle — Abs 737 échantillon) / Abs 737 controle] x100

-Abs737contréle: correspond a 1‘absorbance du blanc aprés 7 min d’incubation ;
-A737 échantillon : correspond a I‘absorbance de 1‘échantillon aprés 7 min d’incubation.

I11.2.5. Etude statistique

Toutes les déterminations ont été effectuées en triple essais. La moyenne et I'écart type
pour chaque test ont été calculés par Microsoft Excel. Les différents résultats obtenus pour
les trois extraits ont ét¢ comparés par une analyse de variance (ANOVA). Des différences
significatives (p<0,05) entre les moyennes sont déterminées par le test LSD (Low Significant

Difference). Le logiciel utilis¢ est STATISTICAS.S.
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IV. Résultats et discussion
IV.1. Etude phytochimique
1V.1.1. Rendement d’extraction

Le rendement en extrait sec, 1’aspect ainsi que les solvants de solubilisation des

différentes modes d’extractions ont été mentionnées dans le tableau I1.

Tableau II: Aspect, le rendement en extrait sec et le solvant de solubilité des différentes

modes d’extraction de stigmates de Crocus sativus L.

Stigmates de Crocus sativus L

Modes d’extraction Aspect Solvant de solubilisation Rendement en

extrait sec (%)

Infusion Pate Méthanol/Eau distillée 10

Macération Pate Méthanol/ Eau distillée 30

Wang et al. (2008) rapportent dans leur étude sur des herbes chinoises que le
rendement d'extraction dépend du processus utilis¢, car les constituants des cellules se libérent
par rupture des parois cellulaires vers le solvant organique, un phénomeéne qui s'intensifié par
l'usage d'un solvant polaire (Li ef al, 2012). La taille des particules végétales joue un role
important dans l'extraction des composés phénoliques. 1 est généralement admis que sous une
forme broyée, la matiere végétale présentera une plus grande surface de contact avec le

solvant, permettant ainsi d'accélérer sa solubilit¢ (Bonnaillie et al., 2012).

Nos résultats montrent au niveau des stigmates que : I’extrait préparé par infusion et

maceération a un aspect de pate avec un rendement d’ordre 10% et 30%, respectivement.
IV.1.2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques réalisés sur les différentes modes de préparations de 1’extrait
de stigmates de Crocus sativus L.( infusion et macération), nous ont permis de mettre en

évidence la présence de quelques métabolites secondaires présents dans notre plante étudiée
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par des réactions qualitatives de caractérisation (précipitation, coloration par des réactifs

spécifiques). Les résultats sont résumés dans le tableau III.

Tableau III: Résultats des tests phytochimiques réalisées sur la partie aérienne de

Crocus sativus L selon différentes modes de préparation.

Métabolites secondaires | Réactions Milieux de préparation

(mg EAG/g MS) Infusion Macération
Polyphénols totaux FeCls +++ 4+
Flavonoides Mg++ +++ St
Alcaloides Wagner T+ Tt
Saponines Eau distillée ++ T+
Terpénoides Chloroforme/ H,SO4 ++ +++
Tanins FeCl3 & 1%/ méthanol ++ ++

=+ : Présence ; - : Absence

Les tests phytochimiques réalisés sur les différentes préparations (macération,
infusion) a partir des stigmates de Crocus sativus. L ont révélé la richesse de cette plante en

métabolites secondaires.

Ces tests ont montré la richesse des stigmates de Crocus sativus L en polyphénols

totaux, flavonoides, tanins, saponines et terpénoides.

v’ La présence des polyphénols totaux est confirmée par la formation d'une couleur
intense indique la présence de phénols.

v" La mise en évidence des flavonoides dans deux milieux hydroalcoolique (macération,
infusion) est confirmée par la formation de couleur rouge, orange ou violet a indiqué
la présence de flavonoides.

v" La couleur bleu noir indique la présence des tanins galliques tandis que la couleur
brun verdatre confirme la présence des tanins cathéchiques.

v" La mise en évidence des Alcaloides est confirmée par la formation d'un précipité brun

rougeatre.
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v' La présence abondante des saponosides est indiquée par une hauteur persistante

supérieure a 1 cm (indice de la mousse).

v' La mise en évidence des Terpénoides est confirmée par la formation d’une couleur

brune-rouge a I’interface.

Anneau rouge a l'interface

IV.2. Dosage des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont l'objet de nombreuses études a cause de leur action
bénéfique sur la santé (Richard ez al ., 2001). Aprés I'ajout des réactifs de Folin-Ciocalteu et
du carbonate de sodium, une couleur bleue est obtenue dont I'intensité varie en fonction de la

concentration phénolique de I'extrait.

Apres l'addition de la solution de chlorure d'aluminium, une couleur jaune est obtenue
dont l'intensit¢ varie en fonction de la concentration de l'extrait en flavonoides. Cette
coloration est due a la formation de complexes entre le chlorure d'aluminium et les
flavonoides. La molécule flavonoide agit comme donneur d'électrons et le métal AICl;
comme accepteur d'électrons en formant deux liaisons avec deux atomes d'oxygéne de la

premiére molécule (Ribérau-Gayon, 1968).
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IV.2.1. Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de La teneur en polyphénols totaux est analysée quantitativement par la
méthode spectrophotomeétrique en utilisant la méthode de folin-Ciocalteu. Les résultats
obtenus sont exprimés en milligramme équivalents d'acide gallique (mg EAG) par gramme de
la matiere végétale seche, en utilisant les équations de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage (Annexe II).

Les résultats obtenus montrent que la teneur en composés phénoliques de Crocus

sativus varie d'un extrait a un autre.

Les résultats de dosage des polyphénols totaux ont révélées que I’extrait préparé par
macération a partir des stigmates de Crocus sativus, présente la concentration la plus élevée
(7.63 mgEAG/g). Cependant, ’extrait préparé par infusion présente une teneur faible (3.80
mgEAG/g) par rapport a celle préparé par macération (figure 09).

L'analyse statistique montre une différence significative (p<0.05) entre les teneurs en

composés phénoliques des différents extraits.

Ces différences de teneurs peuvent étre provoqué par la faible spécificité du réactif de
Folin-Ciocalteu, c'est l'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif est
extrémement sensible a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles
des composés phénoliques, mais également de certains sucres et de protéines (Vuorela, 2005

; Gomez-Caravaca et al., 2000).

o0
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z g - 7,63
8 ]
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Figure 09 : Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits du Crocus sativus.
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Jadouali et al. (2018)) ont analysé des extraits du safran (Crocus sativus ) et ont
enregistré une teneur de 65.34 mg EAG/g en polyphénol totaux qui n’est pas en parfait accord

avec nos résultats.

Les valeurs observées dans cette étude est proche de celles rapportées par Karimi et
al. ( 2010) qui ont noté une teneur de 6.5 mg EAG/g pour la macération et 5,7 mg EAG/g
pour l'infusion pour des extraits du stigmates du safran, par contre il est inferieur a celui

trouvé par Asgarpanah et al. (2013), les teneurs varient de 4,09mg a 17,34mg EAG/g MS.

IV.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectu¢ par la méthode spectrophotométrique au
chlorure d’aluminium (AICI3). Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides totaux
sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme de matiere séche (mg
EQ/g MS). En utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Annexe

).

Les teneurs en flavonoides de la partie aérienne de Crocus sativus. L sont présentées

dans la figure suivante :
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S B Macération
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Figure 10 : Teneur en flavonoides dans I’extrait obtenu a partir des stigmates de Crocus

sativus par infusion et macération.
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D'aprés les résultats obtenus, les flavonoides sont présents dans les deux extraits,
I'é¢tude statistique a révélé des différences significatives (p<0.05) entre les différents extraits.
La teneur la plus élevée est notée pour I’extrait de I’infusion (0.39 mg EQ/g) alors que

l'extrait obtenu par macération présente la teneur la plus faible (0.16 mg EQ/g)

Les valeurs observées dans cette étude sont inferieures a celles rapportées par
Karimi et al. ( 2010) qui ont noté une teneur de 5.8 mg EQ/g pour la macération et 3,8 mg

EQ/g pour l'infusion pour des extraits du stigmates du safran.

Les différences observées entre les résultats des différents travaux et ceux obtenus
dans la présente étude peuvent étre lices a la méthode d'extraction (solvant d’extraction et
température), leur structure chimique, la taille des particules formant I'échantillon, le temps et
les conditions de stockage ainsi que la présence d'interférents (Lee et al, 2003; Li et al,

2006; Ebrahimi ez al., 2008 ).
IV.3. Dosage des caroténoides

Le dosage des caroténoides a été réalisé¢ par la méthode spectrophotometrique UV -
visible a 480 nm. Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme (ng/g) pour les

différents extraits étudiés et sont représentés dans la figure suivante:

400 -
_ 340,625
%2 350 - Z
= 300
= 246,56
g 250 -
S 200
<
S 150 -
S
S 100
[<P]
550
[<P]
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Figure 11 : Teneur en caroténoides de I’extrait préparé a partir des stigmates de Crocus

sativus L par les deux méthodes (infusion et macération).
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Selon nos résultats, la teneur des extraits obtenus par infusion (340.625 ng/g) est plus

riche en caroténoides que celle réalisée par macération (246.56 ug/g).

D'apres la documentation consultée, aucune étude n'a €té menée sur la détermination

de la teneur en caroténoides de cette plante.
IV.4. Evaluation de I’activité antibactérienne

Ces dernieres années, plusieurs bactéries ont développé des résistances envers des
antibiotiques utilisés pour le traitement des différentes infections chez 'Homme ( Zampini et
al., 2005). Chaque année plusieurs antibiotiques sont retirés des pharmacies a cause de leurs
effets secondaires et de I'apparitions des maladies qui avant étaient rares et la résistances aux
antibiotiques (Karou et al, 2005). Ces situations ont motivé les scientifiques a chercher de
nouvelles substances antibactériennes a partir de sources multiples telles que les plantes
médicinales. Des études basées sur la recherche des agents antibactériens ont montré que les

plantes représentent une source potentielle de nouveaux antibactériens (Arias et al., 2004).

L’objectif de cette partie est d’évaluer et comparer la capacité des différents extraits de
Crocus sativus L obtenus par deux méthodes différentes (infusion et macération) a produire

des composés bioactifs présentant un intérét thérapeutique potentiel.

La présence de I’activité antimicrobienne est considérée comme un indicateur de la
capacité de Crocus sativus L. de synthétiser des métabolites secondaires bioactifs (Al-Bakri

et Afifi, 2007; Abou Elkhair et al., 2010).

IV4.1. Aromatogramme

L’activités antibactérienne des différents extraits sont déterminées par la technique de
diffusion sur gélose Muller-Hinton. Qui a été estimée en termes de diametre de la zone
d’inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de 4 bactéries. Les
résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activité: Résistant: D<8mm, intermédiaire : 15

mm>D>8 mm et sensible: D>15 mm (Bansemir et al., 2006).

L’activité antibactérienne des extraits de Crocus sativus étudiées est illustrée dans le

tableau IV.
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Tableau IV: Activité antibactérienne des différents extraits de Crocus sativus étudiée

et le standard l'acide gallique et les antibiotiques.

Dilution Diamétre des zones d’inhibition (mm)
'§
E (mg/pl) E.faecalis S. aureus E. coli P. aeruginosa
<
SM 11,00£00,01 | 12,00+00,02 R R
= |12 17,00+£00,02 | 11,00+00,01 R R
S
S |14 16,00+£00,01 | 11,00+00,02 R R
)
Q
§ 1/8 16,00+£00,02 | 12,00+00,01 R R
1/16 15,00+£00,01 | 12,00+00,02 R R
SM R R R R
1/2 R R R R
=
3 |14 R R R R
S
~ |1/8 R R R R
1/16 R R R R
SM 15,00+00,02 | 14,00+00,01 14,00+00,01 12,00+00,01
;; 1/2 14,00£00,01 | 14,00+£00,02 | 11,00:00,01 12,00+£00,01
3 |14 14,00£00,01 | 14,00=00,02 | 11,00=00,01 12,00£00,01
NV
T |18 12,00£00,01 | 13,00£00,01 | 15,00+00,02 12,00+00,02
<
1/16 15,00£00,02 | 12,00+00,01 15,00+:00,02 12,00+00,02
3
5
QL
3 28,00+00,02 | 12,00+00,02 / /
$ S
S s
Ay N
RS
=
~ V
= §
T | B / / R 10,00:£00,02
S
]

D'aprés le tableau qui récapitule le profil de résistance des souches bactériennes

¢tudiées vis-a-vis les antibiotiques utilisés (CTX pour les Gram négatives et VAN pour les
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Gram positives). Les diametres des disques (6bmm) sont inclus dans les mesures des zones

d’inhibition.

D’apres les résultats obtenus et le tableau ci-dessus, on peut dire que les antibiotiques
testés ont une activité plus ou moins intense sur les bactéries étudiées a I’exception d’ E .coli
qui est résistante a la CTX (selon le CA-SFM / EUCAST 2021, E. coli est considérée comme

résistante si le diamétre de la zone d’inhibition est inférieur a 17mm et c’est le cas).

Si les bactéries sont sensibles aux antibiotiques, elles ne vont pas se développer dans
les zones ou ils se trouvent; cela va créer des zones plus ou moins importantes sans

croissance bactérienne autour d’eux.
Si elles sont résistantes, on n’aura pas la formation des zones d’inhibitions.

Donc c’est ce qu’explique notre résultat que plusieurs zones d’inhibitions plus ou

moins importantes sont apparues autours des disques d’antibiotiques utilisés.

La raison pour laquelle on a utilisé la CTX pour les Gram négatives et la VAN pour
les Gram positives est ainsi : La céfotaxime et la vancomycine appartiennent a 2 différentes
familles d’antibiotiques mais partagent en commun le méme mode d’action. En effet, la
différence entre eux s’étend sur leur spectre d’activité : la CTX est une céphalosporine active
sur les bactéries a Gram positif et a Gram négatif alors que la VAN est un glycopeptide

réservé aux bactéries a Gram positif (Denis et al., 2016).
IV.4.1.1. Activité antibactérienne des extraits a I’égard des bactéries a Gram positif

+ Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis de Staphylococcus aureus
L’étude statistique a révélé une différence significative (p<<0,05) entre les extraites

obtenus par macération et l'infusion vis-a-vis de Staphylococcus aureus.

L'extrait obtenu par macération possede le meilleur effet inhibiteur a I’encontre de
cette souche avec une zone d'inhibition de 12mm. L'extrait exerce un effet bactériostatique a
toutes les concentrations testées. Quant a I’infusion, il n’a pas d’effet inhibiteur a I’égard de S.

aureus a toutes les concentrations.
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Staphyilococcus aureus (infusé) Staphylococcus aurens (macération)

Figure 12: photographies des résultats d’aromatogramme par deux types d’extraits (infusé

(A) /macération (B)) vis-a-vis de Staphylococcus. aureus.

4+ Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis d' Enterococcus faecalis
Les deux extraits étudiées de Crocus sativus ont inhibé la croissance de
Enterococcus faecalis avec des zones d’inhibition allant de 11 a 17 mm. La zone
d’inhibition la plus large est obtenue pour la macération a une concentration de 6,25
mg/20ul avec une zone d'inhibition de 17 mm. Cet extrait a des concentration de 3,125
mg/20 pl ont donné des zones d’inhibition de 16 mm.
L'infusion s'est montrée la moins active, elle n’a donné aucune zone
d’inhibition a toutes concentration. L'analyse statistique a montré une différence
significative (p<0,05) entre l'extrait obtenu par macération et celui de l'infusion vis-a-

vis cette souche.

Enterococcus faecaiis (infuse) Ernterococcus faecalis (macération)

Figure 13 : Photographies des résultats d’aromatogramme par deux types d’extraits (infusé

(C) /macération (D)) vis-a-vis d' Enterococcus faecalis.
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IV.4.1.2. Activité antibactérienne a I’égard des bactéries a Gram négatif
4+ Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis E. coli

Aucune différence significative n’est observée entre les extraits d'infusion et

macération vis-a-vis de E. coli, celle-ci s’est montrée résistante a ces deux extraits qui n’ont

développé aucune zone d’inhibition.

Escherichia coli (infusé) Escherichia coli (macération)

Figure 14: Pphotographies des résultats d’aromatogramme par deux types d’extraits

(infusé/macération) vis-a-vis d' E. coli.

4+ Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis de P. aeruginosa
les résultats des deux extraits (infusion et macération) ne présentent aucune activité

mhibitrice sur la croissance de cette souche.

Pseudomonas aeruginosa (infusé) Pseudomonas aeruginosa (maceération)

Figure 15: Photographies des résultats d’aromatogramme par deux types d’extraits (infusé

(A) /macération (B)) vis-a-vis d' P. aeruginosa.
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IV.4.1.3. Activité antimicrobienne de 1'acide gallique

Les résultats illustrés dans le tableau indiquent que le standard polyphénol (acide

gallique) utilisé est actif vis-a-vis des souches testées.

A toutes les concentrations, 1’acide gallique exerce un effet inhibiteur, avec un
diametre d’inhibition de 11 a 15 mm, contre P. aeruginosa et E. coli, tandis que les souches
P. aeruginosa et E. coli, se sont révélées résistantes aux deux extraits avec une différence
significative (p>0,05). L'acide gallique s’est montré le plus actif vis-a-vis de E. coli avec un

diameétre d’inhibition de 15 mm.

Les résultats obtenus avec ’acide gallique a une concentrations de 12,5 mg/20ul sur
E. coli, P. aeruginosa, Enterococcus faecalis , Staphylococcus. aureus. ont montré des
zones d'inhibition de 11 a 15 mm, ce qui confirme les résultats obtenus par Rodriguez-
Vaquero et al. (2007). Contrairement a nos résultats, Rauha et al. (2000) n’ont pas observé
d’effets inhibiteurs des acides gallique et caféique a I’égard d’ E. coli, S. aureus. Cela pourrait

étre di a leur faible concentration testée (0,5 mg/500 pl).

Par contre a des mémes concentrations, l'extrait obtenu par macération possede une
activité inhibitrice meilleure sur Enterococcus faecalis qu' avec le polyphénol pur acide

gallique.
IV.4.1.4. Discussion générale de l'activité antimicrobienne

La méthode de diffusion sur gélose a révélé que l'effet antimicrobien des différents
extraits de la plante médicinale de Crocus sativus.L differe d'une souche a une autre. Les
bactéries a Gram négatif se sont avérées les plus résistantes alors que les bactéries a Gram
positif sont les plus sensibles. Ces résultats sont en accord avec plusieurs publications
concernant les extraits de plantes médicinales ou les bactéries a Gram négatif dévoilent une
forte résistance aux extraits de plantes que les bactéries a Gram positif (Perry et al., 2004;

Murray et al., 2009 ; Athamina et al., 2010).

Cette différence peut étre due aux différences morphologiques entre les bactéries a
Gram négatif et les bactéries a Gram positif. Outre la couche peptidoglycane; la paroi des
bactéries a Gram négatif présente trois structures polymériques externes ou liées au
peptidoglycane: des lipoprotéines, une membrane externe et lipopolysaccharides qui sont

attachés a la membrane externe. Ces ¢léments rendent la paroi cellulaire imperméable au
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passage des solutés liposolubles. Quant aux porines situées au niveau de la membrane
externe, elles permettent le passage uniquement de petites molécules hydrophiles (600 dalton)
(Perry et al., 2004; Athamina ef al., 2010). De plus, selon Shan et al.(2007), la membrane
des bactéries a Gram négatives se trouve associée a des enzymes dans l'espace périplasmique
qui sont capables de détruire les molécules intruses (a travers les porines). Les bactéries a
Gram positif sont plus sensibles aux agents antibactériens car elles possedent uniquement le
peptidoglycane qui ne constitue pas une véritable barriere sélective a ces composés (Arias et

al., 2004).

L'activité¢ antibactérienne observée avec les différents extraits peur étre lice a la
composition chimique des parties étudiées. L'étude phytochimique de deux extraits obtenus
par deux méthodes d'extraction, a mis en évidence la présence de diverses classes de

polyphénols telles que les tanins, flavonoides.

Selon Chen et al.(2010), les polyphénols et les flavonoides présentent des activités
antimicrobiens sur des pathogeénes. Havsteen, (2002) a noté que la plupart des souches
bactériennes couramment rencontrées chez 1'Homme sont tuées par les flavonoides. L'effet

bactéricide des flavonoides peut bien étre le résultat d'une perturbation métabolique
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IV.5. Activités antioxydantes

Compte tenu de la complexité des processus d'oxydation et de la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n'y pas une
méthode universelle par laquelle l'activité antioxydante peut €tre mesurée quantitavement
d'une facon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de l'échantillon a
tester (Popovici et al, 2009). 11 n’existe pas de test de référence in vitro pour évaluer
I’activité antioxydante d’un échantillon, pour cela, la combinaison de plusieurs tests est un
indicateur de la capacité antioxydante de 1’échantillon a tester (Amic et al.,, 2003). Pour nos
extraits nous avons employé deux méthodes : le pi¢geage du radical DPPH, le pi¢geage du

radical ABTS.
IV.5.1. Activité scavenger du radical DPPH

Le pouvoir antiradicalaire est trés utilisé pour évaluer rapidement l'activité
antioxydante dans les aliments et dans les systémes biologiques complexes (Gul¢in et al.,
2005). La méthode adoptée dans le présent travail est celle utilisant le pouvoir antiradicalaire
DPPH. Elle est largement utilisée pour estimer la capacité des substances a agir en tant que
piégeurs des radicaux libres ou donneurs d'hydrogéne et d'évaluer ainsi leur activité

antioxydante (Milardovic et al., 2006; Laib, 2011).

L'activité scavenger du radical DPPH' est déterminée avec la diminution de
l'absorbance a 517 nm suite a la réduction du radical en présence d'un antioxydant(AH) ou

d'une espece radicalaire ( R') (Maisuthiakul et al, 2007) selon les réactions suivantes :
DPPH +AH e DPPH-H +A
DPPH + R’ — DPPH-R

La diminution de l'absorbance se traduit par une décoloration de la solution

¢thanolique de DPPH' du violet au jaune ( Gulgin et al., 2003).

Selon les résultats obtenus, tous les échantillons testés ont présenté un pouvoir
antiradicalaire supérieur a 50% a une concentration de 12,5 mg/ml. L'infusion a présenté le
pouvoir scavenger du radical DPPH le plus élevé montre ainsi de trés forte activité

antioxydante (78 %) suivi de la macération (71%). Ces résultats indiquent des différences
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significatives (p<0,05) concernant la capacité des extraits de piéger le radical DPPH (Annexe
2).

80 -
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72 -
70 -
68 -
66 -
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LI MACERATION

radical DPPH

Pourcentage d'inhibition du

INFUSION MACERATION

Extraits

Figure 16: Pourcentage d’inhibition de I’activité antioxydante du radical DPPH.

Ces résultats prouvent qu'un nombre important d'antioxydants a été extrait a partir
de Crocus sativus. L par les deux méthodes utilisées. La polarité et les types de composés

extraits seraient a l'origine de ces variations entre les différents extraits.

Les résultats obtenus dans notre étude sont supérieures a ceux obtenus par Karimi et

al. (2010) dont ils ont trouvés un pourcentage d'inhibition de 68,2 %.

Le niveau de corrélation entre les composés phénoliques des plantes et l'activité
antioxydante vis-a-vis du DPPH est un paramétre trés important du moment qu'il peut
renforcer I'hypothese que ces antioxydants végétaux contribuent dans cette activité. Pour cela,
nous avons constaté une corrélation négative entre la teneur en polyphénols et le pouvoir
antiradicalaire contre le DPPH avec un coefficient de r= -1. Des études antérieures ont
rapporté les mémes résultats entre la teneur en polyphénols et l'activité du piégeage radical de
DPPH des feuilles de patates douces. Ces résultats indiquent que d'autres composé€s non

identifiés peuvent contribuer a l'activité antioxydante globale des extraits de la plante de

Crocus sativus. L.

Le pouvoir antiradicalaire contre le DPPH des différents extraits étudiés enregistre
des coefficients de corrélations importantes positifs (P<0,05) avec les teneurs en flavonoides

(r=1) et les caroténoides (r=1).
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IV.5.2. Activité scavenger du radical ABTS

Letest ABTS est un excellent paramétre pour déterminer l'activité
antioxydante des composés donneur d'hydrogene ( Marc et al., 2004). Les résultats du
pouvoir antiradicalaire des extraits, exprimés en pourcentage d'inhibition du radical ABTS+
(figure), indiquent que tous les extraits possedent la capacité de piéger le radical ABTS+ et
leur capacité differe significativement (P<0,05) entre les deux procédés d'extractions

(Annexe 2).

D’apres les résultats obtenus, tous les échantillons testés ont présenté un pouvoir
antiradicalaire supérieur a 50% a une concentration de 12,5 mg/ml. A la méme concentration,
les résultats montrent que l'extrait obtenu par l'infusion est le plus actif, il enregistre un
pourcentage d'inhibition de 72 % montre ainsi de tres forte activité antioxydante suivi de la

macération (64.73 %).
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Figure 17: Pourcentage d’inhibition de I’activité scavenger du radical ABTS.

Des corrélations (P<0,05) positives sont enregistrées entre les différents antioxydants
présents dans les extraits analysés. Les coefficients sont de =1 pour les flavonoides, =1 pour
les caroténoides, cela signifie que les flavonoides et les caroténoides contribuent dans

l'activité antiradicalaire de plus précisément dans la réduction des radicaux cationiques.

En comparaison avec les résultats obtenus par Marref, (2018), leur résultats sont

supérieure a ceux trouvés de notre étude.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Les ressources naturelles du régne végétal restent la
source fiable et capitale pour la mise au point de nouveaux remedes thérapeutiques. La
recherche des molécules bioactives dans les extraits de plantes va mener a leur utilisation

comme alternative des molécules de synthese.

Dans la présente étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité
antimicrobienne, vis-a-vis de souches bactériennes Gram positives et Gram négatives, ainsi
sy 1r2 . . . , ) , o
qu’a I’évaluation du pouvoir antioxydant d’extraits, et la détermination la teneur en
antioxydants (polyphénols totaux, flavonoides et caroténoides) et enfin révélation la présence
des metabolites secondaires (recherche des composés phénoliques, des saponines, des
alcaloides ainsi que des Terpénoides) des extraits bruts hydroalcooliques de la partie aérienne

de Crocus sativus (stigmates) récoltée dans la région Mechedalah, Wilaya de Bouira.
A la lumigre de ces résultats obtenus, on peut conclure que:

Le dosage phytochimique ont montré que l'extrait obtenu par macération présente la
teneur la plus élevée en polyphénols totaux (7.63 mg EAG/g MS) et cette valeur a diminué en
I' infusion (). Par contre pour le dosage des flavonoides, c'est 1'infusion qui présente la teneur
la plus élevée (0.39 mg EQ/g MS).

D’autre part les résultats de dosage des caroténoides montrent que la teneur en

caroténoides qui est de 340.625 ng/g MS, revient a l'infusion suivie de la macération (246.56

ng/g).

L’analyse qualitative a révélé la richesse de notre plante en métabolites secondaires ou

nous avons constaté la présence des saponines, des terpénoides, des tanins et des alcaloides.

Au regard des résultats obtenus, les extraits étudiés exhibent des propriétés
antioxydantes trés intéressantes, en effet, la capacité antioxydante la plus élevée de piéger les
radicaux DPPH et ABTS a été observée dans les extraits réalisés par infusion (78%, 72%

respectivement).

L’¢étude de I’activité antibactérienne des extraits de Crocus sativus vis-a-vis des deux
antibiotiques testés (CTX et VAN) a montré des zones de sensibilité autours des disques

imprégnées a I’exception d ’E. coli qui est résistante a la CTX.
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En comparant la sensibilit¢ des souches cibles, nous remarquons des différences
significatives dans la susceptibilité entre les bactéries Gram positives et Gram négatives. Cela

est en accord avec quelques études réalisées dans cette optique.

Aucune différence significative n’est observée entre les extraits d'infusion et
macération vis-a-vis les souches a Gram négatif ( E. coli et P. aeruginosa), celles-ci se sont
montrées résistantes a ces deux extraits qui n’ont développé aucune zone d’inhibition. Tandis
que une activité antimicrobienne importante est notée pour l'extrait obtenue par macération
qui est active a 1’égard des souches a Gram positifs (S. aureus et E. faecalis). Quant a

I’infusion, il n’a pas d’effet inhibiteur vis-a-vis ces souches.

Cette étude a permis de mieux connaitre la phytochimie de Crocus sativus et de
caractériser ces deux extraits obtenus. cette plante est un réservoir potentiel de métabolites,
ce qui témoigne et justifie leur utilisation en alimentation et en médecine traditionnelles

comme traitements a plusieurs pathologies.
C’est pour cela il est intéressant d’approfondir cette étude par :

e Détermination de 1’extraction avec d’autres solvants, et d’utiliser d’autres modes
d’extraction ;

e [soler et identifier les principes actifs responsables des activités antibactériennes ;

e Evaluation des différentes activités biologiques in vivo ;

e Réaliser des tests de cytotoxicité pour, éventuellement, éviter les doses toxiques en

thérapeutique.
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Annexes I

Composition des milieux de culture

+ Gélose Mueller Hinton
Extrait de viande :2 g, hydrolysat acide de caséine : 17,5 g, amidon : 1,5 g, agar : 10 g,

eau distillée : 1litre. pH=7,4.

4 Bouillon nutritif

Extrait de viande :5g, Peptone trypsique 10g, NaCl 5g, eau distillée : 1litre. pH=7,2.

* Milieu PCA (Plate Count Agar).

Peptone : 5g, extrait de levure : 2,5g, glucose : 1g, agar : 15g, eau distillée : 1litre. pH= 7.
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 02: Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.



Résumé

Crocus sativus.L connu sous le nom de safran qui est trés utilisé comme €pice mais aussi
comme plante dans la médecine traditionnelle. Le but de notre travail est I’étude de Dactivité
antioxydante des extraits des stigmates de safran récoltée dans la région de Mechdallah, wilaya de
Bouira et testé 1’activité antimicrobienne par la technique aromatogramme.

Le dosage de polyphénols totaux dans les deux extraits montre que I’extrait des stigmates
obtenu par macération (7.63 mg EAG/g MS) plus riche par rapport aux celle de 1’infusé (3.80 mg
EAG/g MS) par contre I’extrait obtenu par I’infusé plus riche en flavonoide (0.39 mg EQ/g MS) vis-a-
vis macération (0.16 mg EQ/g MS). L’effet des extraits sur la réduction du DPPHe et ABTS a révélé
une forte activité dans I’extrait obtenu par infusé des stigmates par rapport a ’extrait obtenu par
macération. L’activité antibactérienne, testée vis-a-vis quatre espéces bactériennes de référence, a
montré que 1’extrait obtenu par macération présente une activité plus importante vis-a-vis S.aureus et
E. faecalis avec des diamétres d’inhibition de 15 mm al7mm.

Les résultats obtenus justifier ’utilisation traditionnelle de cette plante et la mise au point d’un
nouveau phyto-médicament contre diverses pathologies a base du Crocus sativus.

Mots clés : Crocus sativus.L, macération, infusion, activité antimicrobienne, activité antioxydante.
Abstract

Crocus sativus.L known as saffron which is widely used as a spice but also as a plant in
traditional medicine. The aim of our work is study and the antioxidant activity of the extracts of
saffron stigmas harvested in the region of Mechdallah, wilaya of Bouira and tested the antimicrobial
activity by the technique of aromatogram.

The determination of total polyphenols in the two extracts shows that the extract of stigmas
obtained by maceration (7.63 mg EAG/g DM) is richer compared to that of the infusion (3.80 mg
EAG/g DM), while the extract obtained by infusion is richer in flavonoid (0.39 mg EQ/g DM)
compared to maceration (0.16 mg EQ/g DM). The effect of the extracts on the reduction of DPPH-
and ATBS revealed a strong activity in the extract obtained by infusion of the stigmas compared to the
extract obtained by maceration. The antibacterial activity, tested against four bacterial species of
reference, showed that the extract obtained by by maceration presents a more important activity
against S.aureus and E. faecalis with diameters of inhibition from 15 mm to 17 mm.

The results obtained provide a justification for the traditional use of this plant and the
development of a new phytodrug against various diseases based on Crocus sativus.

Keywords: Crocus sativus.L, maceration, infusion, antimicrobial activity, Antioxidant activity.
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