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 ملخص

الاستخلاص هو خطوة مهمة جداً في استرداد المركبات الحيوية النشطة. تمت مقارنة أربع طرق استخلاص )غليان، غمر، 

وتقييم النشاط المضاد للأكسدة والنشاط المضاد للميكروبات  (NaOH موجات فوق صوتية، وموجات فوق صوتية مع

تم تحديد العائدات لكل استخلاص على  .(Crocus sativus L) من أوراق نبات الزعفران لمستخلصات البوليساكاريدات

، الغمر، الموجات فوق NaOH ٪ للغليان، الموجات فوق الصوتية مع2.08٪، 3.94٪، 5.54٪، 18.32النحو التالي: 

المستخلصات المحضرة أظهرت  .DPPH الصوتية على التوالي. تم تحديد النشاط المضاد للأكسدة باستخدام طريقة

تم إجراء النشاط المضاد للميكروبات باستخدام طريقة انتشار  مهمًا.الصوتية نشاطًا راديكالياً بواسطة طريقة الموجات فوق 

 Pseudomonas الأقراص على سبع سلالات وتحديد الحد الأدنى لتثبيط النمو والحد الأقصى لتثبيط النمو ضد سلالات

aeruginosa، Escherichia coli، Klebsiella pneumoniae و Enterococcus faecalis  125000بتركيز 

 .لذا، تعتبر أوراق الزعفران مصدرًا طبيعياً يحتوي على أنشطة حيوية لم تستغل بعد .ميكروجرام/مل للسلالات الأربعة

النشاط المضاد للأكسدة، النشاط المضاد  ،الاستخلاص السكريات،متعدد  ، : Crocus sativus L الكلمات الرئيسية

 للميكروبات

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Résumé : 

L’extraction est une étape très importante dans la récupération des composés bioactifs. Il 

s’agit de comparer quatre  méthodes d’extractions (Reflux, Infusion, Ultrason et Ultrason 

avec NaOH) et l’évaluation de l’activité antioxydant et de l’activité antimicrobienne des 

extraits de polysaccharide des feuilles de Crocus sativus L(Safran). Les rendements sont 

déterminés pour extrait : 18,32%, 5.54%, 3 .94%,2.08% reflux, ultrason avec NaOH, infusion, 

ultrason, respectivement. L’activité antioxydant a été déterminée par la méthode DPPH. Les 

extraits obtenus par la méthode ultrason présente une activité radicalaire importante. 

L’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de disque sur sept 

souches, et la détermination de la CMI et CMB contre les souches Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Enterococcus faecalis avec une concentration 

de125000μg /mL pour les quatre souches.  

Donc, les feuilles du safran constituent une source naturelle qui détient les activités 

biologiques et qui restent d’être exploiter.  

Mot  clés : Crocus sativus L, polysaccharides, extraction, activité antioxydante, activité 

antimicrobienne. 

  



 

 

Abstract 

Extraction is a very important step in the recovery of bioactive compound. The aim is to 

compare four methods of extractions (reflux, infusion, ultrasound and ultrasound with NaOH) 

and the evaluation of the antioxidant activity and antimicrobial activity of polysaccharide 

extracts of the leaves of Crocus sativus L(Saffron). The yields are determined for extract: 

18.32%, 5.54%, 3. 94%, 2.08% reflux, ultrasound with NaOH, infusion, ultrasound, 

respectively. Antioxidant activity was determined by the DPPH method. The extracts obtained 

by the ultrasonic method have an important radical activity. Antimicrobial activity was carried 

out by the disc diffusion method on seven strains, and the determination of MIC and BMC 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Enterococcus faecalis 

strains with a concentration of 125000μg/mL for all four strains.  

So saffron leaves are a natural source that holds the biological activities and that remain to be 

exploited.  

Keywords: Crocus Sativus L, polysaccharides,extraction, antioxidant activity, antimicrobial 

activity.  



 

 

Sommaire 

Introduction générale……………………………………………………………………….1 

Matériels et méthodes……………………………………………………………………….7 

Echantillon…………………………………………………………………………………...7 

1 .Préparation des extraits de polysaccharide C .Sativus…………………………………7 

1.1. Infusion………………………………………………………………………...……...7 

1.2. Ultrason…………………………………………………………………….…….……8 

1.3. Ultrason avec NaOH…………………………………………………………..….…...9 

1.4. Reflux…………………………………………………………………………….……9 

2. Rendement d’extraction…………………………………………………………...…..11 

3. Evaluation de l’activité antioxydant par DPPH………………………………….….12 

3.1. Principe du teste de DPPH……………………………………………………..…….12 

3.2. Teste du piégeage du radical libre DPPH……………………………………….……12 

4. Etude du pouvoir antimicrobien………………………………………………..……..13 

4.1. Souches testées…………………………………………………………………..……13 

4.2. Conservation des souches……………………………………………………………..13 

4.3. Milieux de culture………………………………………………………….….......…..13 

4.4. Préparation de l’inoculum……………………………………………….………….…14 

4.5. Ensemencement…………………………………………………………………….…14 

4.6. Evaluation de l’activité antimicrobienne du l’extrait de 

polysaccharide…………………………………………………………………....……16 

4.7. Détermination des concentrations inhibitrices (CMI et CMB)………………….….…16 

Résultats et discussions………………………………………………………………….…..17 

CONCLUSION…………………………………………………………………..………….22 

Références bibliographiques………………………………………………………………..23 

 

 

  



 

Liste des abréviations 

 

CMB : Concentrations minimales bactéricides. 

CMI : Concentrations minimales inhibitrices. 

DPPH : Diphényl-1-picrylhydrazino 

EC : Efficient Concentration value 

G : Gramme 

HCL : L’acide chlorhydrique 

NaOH : L’Hydroxyde de sodium 

TC : Test de contrôle 

TCE : Test de l’échantillon 

% : Pourcentage 

 

 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Liste des tableaux 

 

Tableau 1 : Source des principaux polysaccharides…………………………………….…….5 

Tableau 2 : Souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne………..…13 

Tableau 3 : Concentrations et masses des extraits de polysaccharides du safran dans les 

puits………………………………………………………………………………………...…16 

Tableau 4 : Rendements d’extraction des extraits de polysaccharides obtenus à partir des 

feuilles du safran à différent mode d’extraction………………………………………..….…17 

Tableau5 : les concentrations Ec50 des tests du DPPH………………………………....…..19 

Tableau 6 : Moyennes des diamètres des zones d’inhibition des souches microbiennes par les 

extraits bruts des polysaccharides………………………………………………………….…20 

Tableau 7 : CMI et CMB des extraits bruts des polysaccharides………………………..….21 

  



 

Liste des figures 

Figure 1 : Coupe transversale d'une feuille de crocus sativus L……………………………...2 

Figure 2 : Anatomie du crocus sativus L…………….………………………………………..4 

Figure 3 : Les feuilles du safran séchées et broyer au niveau du laboratoire……….….…..….7 

Figure 4 : L’extraction des polysaccharides avec la technique Ultrason………………..….…8 

Figure 5 : L’extraction des polysaccharides par la technique Reflux…………………….….10 

Figure 6 : Evaporateur rotatif…………………………………………………………….…..10 

Figure7  Filtration par papier Whatman ………………………………………………..……10 

Figure 8: Représentation graphique de rendement d’extraction………………………..……17 

Figure 9 : Courbe d’étalonnage de DPPH de l’extrait obtenue par Reflux……………...…..18 

Figure 10: Courbe d’étalonnage de DPPH de l’extrait obtenue par Ultrason…………..…..19 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Introduction 

 

 

 



INTRODUCTION 

 

1 

L’utilisation des plantes médicinales en thérapeutique à travers le monde est très ancienne et 

connait actuellement un regain d’intérêt auprès de la population et cela malgré les progrès de 

la médecine moderne (OMS, 2008).Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique aux 

substances, dites actives qu’elles renferment. Pour évaluer l’activité biologique de ces plantes, 

il est impératif de recourir à des tests biologiques appropriés (Tyihak et al., 2007). 

Parmi ces plantes médicinales, il existe le crocus sativus L de la famille Iridacée, 

communément appelé Safran, cultivé en Iran, l’Inde, la Grèce (Zargari , 1990), l’Espagne, 

Afghanistan, Maroc, tandis que l’Algérie et la Turquie sont de très petits producteurs (Tantry 

et al., 2017).  

Le safran (Crocus sativus L.), connu sous le nom d’or rouge ou roi des épices dans le monde, 

est un ingrédient multifonctionnel et une épice onéreuse, qui est utilisé depuis non seulement 

comme condiment culinaire, mais aussi comme source de nourriture favorable et colorant, 

parfums et encres (Belyagoubi et al., 2021) 

Le Crocus est la seule espèce qui produisent le safran, sa classification comprend 

(Winterhalter &Straubinger, 2000) : 

 Régne : Végétale 

 Division: Spermatophyte 

 Sous-division: Angiosperme 

 Classe: Monocotylédone 

 Sous-classe: Liliidae 

 Ordre: Liliales 

 Famille: Iridaceae 

 Genre: Crocus 

Le C. sativus est une plante monocotylédone, herbacée, pérenne et vivace qui a une floraison 

automnale et qui est inexistante à l'état sauvage. C'est une plante rustique, à cause de sa 

morphologie et de sa physiologie. Elle peut atteindre de 10 à 25 cm de hauteur. Sa fleur de 

couleur mauve est composée de 6 pétales, de 3 étamines jaunes et d'un pistil se divisant en 3 

longs stigmates de couleur rouge vif brillant et velouté de 3 à 4 cm. Les stigmates ont un 

aspect brillant à l'ouverture de la fleur (Winterhalter & Straubinger, 2000). (Figure 2) 

A l’automne, chaque corme produit 6 à 10 feuilles verticales, elles apparaissent au moment de 

la survenue des fleurs ou après la floraison et durent tout l’hiver pour finalement disparaissent 
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vers la fin du mois d’avril en s’étalant puis en se dessèchent. Ces feuilles vert pale, dressées et 

étroites (jusqu’à 3mm de large) prennent naissance dans une gaine membraneuse au départ du 

corme (Crozet  et al., 2012). 

 

Figure 1 : coupe transversale d'une feuille de Crocus (Arvy et al., 2003) 

Le safran est une plante de jours courts qui peut supporter des conditions climatiques très 

rudes. Très froid, adapté aux régions aux hivers froids et aux étés chauds et secs ; il peut 

résister aux températures jours en dessous de -10°C ou au-dessus de +40°C (Molina et al., 

2005). 

La culture du safran s'adapte à une large gamme de sols profonds, bien drainants et riches en 

matière organique. Le safran peut néanmoins tolérer des sols à teneur relativement élevée en 

calcaire (parfois supérieures à 20%); une terre argilo-calcaire qui ne retient pas l'eau est 

idéale. Le safran est indifférent au pH du sol. Il se porte aussi bien dans des sols acides que 

dans des sols basiques (Winterhalter &Straubinger, 2000). 

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 l’analyse chimique du safran sont 

indiquées ci-dessous: 

 Glucide (12 à 15%): glucose, fructose, gentibose, xylose et ramnose. 

 Eau (9à 14%) 

  Cellulose (4 à 7%)  

 Polypeptides (11 à 13 %)  

  Lipides (3 à 8 %): campestérol, stigmastérol et β-sitostérol.  

  Matières minérales (1 à 1.5 %)  
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  Vitamines: B2 ou riboflavine (56,4 à 138 μg/g) et B1 ou thiamine (4,0 à 0,9 μg/g).  

 Divers, non azotés (40%)  

 Acides gras: acides palmitique, stéarique, oléique, et linoléique.  

  Caroténoïdes: α, β, et γ-crocétine, crocine (10%), picrocrocine (4%), α et β-carotène, 

lycopène, phytoène et zéaxanthine.  

  Huiles essentielles (0,3 à 2,0%): où domine le safranal (60%). 

De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires 

polyphénols biologiquement actifs, etc. (Boudjouref, 2011). Les métabolites primaires 

peuvent également servir de principe particulièrement actifs dans le cas des polysaccharides 

végétaux largement utilisés dans les plantes pharmacopées traditionnelles (Brudieux, 2007 ; 

Warrand, 2004) 

Les principaux actifs biologiques composants du safran sont les crocins, une famille de 

caroténoïdes solubles dans l’eau de couleur rouge, qui sont tous des glycosides de crocetin. Le 

safran contient également du picrocrocin et safranal en plus petites quantités. Picrocrocin est 

la substance principale responsable du goût amer de safran, alors que le safranal produit 

l’arôme caractéristique du safran. Crocins et les crocétines présentent une activité antioxydant 

importante (Botsoglou, 2005). 

Le safran n’a aucune toxicité dans les études animales (LD50 : 20g/kg), non cytotoxique dans 

les études in vitro (LD50 : 20mg/mL). En revanche, les cormes sont toxiques pour les petits 

animaux. Chez l’homme, les études de toxicité suggèrent que les paramètres hématologiques 

et biochimiques étaient dans les limites normales avec l’extrait du safran. Par suite, le safran 

est considéré comme non toxique même à fortes doses, supérieure à 1,5g par jour. 

(Mohamadpour et al., 2013). 
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Figue 2:Anatomie du Crocus sativus L 

Des études d’ethnobotanique et d’ethnopharmacologie ont montré que des extraits végétaux 

enrichis en polysaccharides ont longtemps été utilisés en phytothérapie, par divers groupes 

culturels, de par le monde. Plusieurs travaux e ectués sur les plantes utilisées en médecine 

traditionnelle dans le monde montrent que ces plantes possèdent des activités biologiques 

telles que celles anticancéreuses et antifongiques et aussi des activités antibactériennes 

Angone et al., 2010). 

Les polysaccharides sont des macromolécules,biodégradables d’origine végétale ou 

microbienne (Desplanques, 2008). Ils forment un groupe diversifié de glucides, ce que les 

chercheurs ont réévalués l’importance de glucides et envisage leurs nombreuses applications, 

notamment dans le domaine biomédical, en raison de leur large éventail  de propriétés 

thérapeutiques (Renaud et al., 2005). 

Des polysaccharides extraits des feuilles des espèces végétales, possèdent des effets laxatifs. 

Ils sont utilisés aussi comme lubrifiants, Il est apparaît que les polysaccharides de différentes 

plantes médicinales peuvent présenter des activités biologiques d'importance exceptionnelle 

pour l'humanité dans le futur (Boual, 2014). Il existe de nombreuses sources de 

polysaccharides végétaux. Il  se distingue les polysaccharides de réserve (amidon, caroube), 

https://scholar.google.com/citations?user=Uc27gyIAAAAJ&hl=fr&oi=sra
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les polysaccharides de structure (cellulose, hémicellulose, pectines), les polysaccharides 

exsudats (gomme arabique), enfin les mucilages (Warrand, 2004). 

Tableau 1 : Source des principaux polysaccharides (Louis, 2004). 

Origine des polysaccharides Polysaccharides 

 

 

 

 

 

 

Végétal 

 

 

 

Agar, agarose 

Alginate 

Amidon 

Arabinogalactane 

Arabinoxylane 

β-glucane 

Carraghénane 

Cellulose 

Galactomannane 

Glucomannane 

Pectine 

Ulvane 

Xylane (hémicellulose) 

Xyloglucane 

 

 

 

La cellulose est le composant principal des parois cellulaires des plantes et la substance 

organique la plus abondante sur terre. (RUFF, 2008). 

Les polysaccharides de safran sont composés de six monosaccharides à savoir, rhamnose, 

acide galcturonique et glucose, saccharose galactose, xylose et arabinose (Zhang et al., 

2019). 

Les polysaccharides présentent des critères intéressants qui suscitent un grand intérêt pour 

leur application dans des secteurs variés : agro-alimentaire, pharmaceutique, cosmétique, 

industrie du papier, du textile et autres (Kouassi, 2017). 

De nombreux polysaccharides présentent des activités biologiques, comme activités anti 

inflammatoires, anticancéreuses, antivirales, antioxydantes (Liu et al ., 2015). 



INTRODUCTION 

 

6 

Le safran pourrait être utilisé comme source facilement accessible d’antioxydants naturels, 

comme additifs alimentaires ou suppléments nutritionnels (Zhang et al., 2019). 

L’objectif de notre travail, est l’étude des activités biologiques des polysaccharides 

extraits des feuilles de safran, C. sativus (safran). 

La 1 ère partie, Introduction dans laquelle on a présenté notre objet d’étude qui est C. sativus  

La 2 ème partie, étudie l’activité antioxydant et l’activité antimicrobienne des différents extraits 

des feuilles du safran réalisés au préalable. 

La 3 ème partie regroupent les résultats, la discussion, et la conclusion. 
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ECHANTILLON  

Les feuilles de la plante C. sativus (Figure 3) ont été récoltées dans la station AIN FEZZA 

djebel Zaafran, Daira de Tlemcen (safranière Chikhi), wilaya de Tlemcen pendant le mois de 

novembre 2022.Sécher à une température ambiante dans un endroit sec à l’abri de la lumière 

diffusé par Pr Loukidi Bouchra. 

 

Figure 3 : Feuilles du safran séchées et broyer au niveau du laboratoire                     

(photo originale). 

1. PREPARATION DES EXTRAITS DE POLYSACCHARIDE DE C. sativus  

Il s’agit de 4 différentes méthodes d’extractions ; les extraits obtenus à partir de poudre qui a 

été préparé selon les procédés classique de préparation d’extrait utilisé en milieu villageois 

qui est l’infusion, et par reflux, ultrason et ultrason NaOH. 

 1.1. Infusion  

Il s'agit d'une suspension d'un solide dans un liquide chaud ou d'un arrosage d'un solide. Ce 

liquide sert à dissoudre les ingrédients utiles puis à refroidir le mélange. 

Mode opératoire  

Un échantillon d'essai de 5 g de poudre de C. sativus (feuille) a été placé dans un ballon 

rempli de 200 ml d'eau distillée bouillante (40°C). Laisser l'ensemble pendant 30 minutes 

jusqu'à refroidissement. Après filtration sur papier filtre Whatman, le filtra a été concentré 

sous vide sur un évaporateur rotatif à 50°C. Ensuite, les extraits ont été traités avec de 

l'éthanol (3 :1 V : V) qui ont été mis en conservation au réfrigérateur à 4 °C pendant 24 h. 
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Puis on continue à centrifuger l'extrait à 8000 rpm pendant 20 minutes, on récupère le 

surnageant, puis on refait le lavage à l'éthanol (3 :1 V : V), on refait la centrifugation et on 

récupère tout le précipité avec l’hexane et on l'évapore à 40° C jusqu’à dessèchement total  

(Lorenzi et matos, 2008). 

1.2. Ultrason  

Généralement, la matière première est immergée dans l’eau ou dans le solvant, et en même 

temps elle est soumise à l’action des ultrasons. Cette technique peut être utilisée pour 

l’extraction des composés aromatique ou des essences de plantes, mais elle aété développée 

pour extraire certaines molécules d'intérêt thérapeutique (Chematet al., 2003). 

Mode opératoire  

Un échantillon d'essai de 5 g de poudre de C. sativus (feuille) a été placé dans un ballon 

rempli de 150 ml d'eau distillée sur l’ultrason (40°C) (Figure 4). Laisser l'ensemble pendant 

15 minutes. Après filtration sur papier filtre Whatman, le filtra a été concentré sous vide sur 

un évaporateur rotatif à 50°C. Ensuite, les extraits ont été traités avec de l'éthanol (3 :1 V : V) 

qui ont été mis en conservation au réfrigérateur à 4 °C pendant 24 h. Puis on continue à 

centrifuger l'extrait à 8000 rpm pendant 20 minutes, on récupère le surnageant, puis on refait 

le lavage à l'éthanol (3 :1 V : V), on refait la centrifugation et on récupère tout le précipité 

avec l’hexane et on l'évapore à 40° C jusqu’à dessèchement total (Yang et al, 2017) 

.  

Figure 4 : L’extraction des polysaccharides avec la technique Ultrason                             

(photo prise au laboratoire) 
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1.3. Ultrason (NaOH) 

Mode opératoire : Un échantillon d'essai de 5 g de poudre de C .Sativus (feuille) a été placé 

dans un ballon rempli de 100 ml d'eau distillée avec NaOH (0,2 %) sur l’ultrason (40°C) 

(Figure 4). Laisser l'ensemble pendant 15 minutes. Après filtration sur papier filtre whatman, 

le filtra a été concentré sous vide sur un évaporateur rotatif à 50°C. Ensuite, les extraits ont 

été traités avec de l'éthanol (3 :1 V : V) qui ont été mis en conservation au réfrigérateur à 4 °C 

pendant 24 h. Puis on continue à centrifuger l'extrait à 8000 rpm pendant 20 minutes, on 

récupère le surnageant, puis on refait le lavage à l'éthanol (3 :1 V : V), on refait la 

centrifugation et on récupère tout le précipité avec l’hexane et on l'évapore à 40° C sèche        

(Yang et al, 2017). 

 1.4. Reflux  

Le reflux est donc par définition l'état d'équilibre thermique obtenu lorsque le mélange 

réactionnel est à ébullition et que les vapeurs dégagées se condensent sur les parois froides du 

réfrigérant et retournent dans le mélange réactionnel. De cette manière, il n'y a pas de perte de 

matière (Anthony, 2002). 

Mode opératoire  

Un échantillon d'essai de 5 g de poudre C. sativus (feuille) a été placé dans un ballon rempli 

de 150 ml d'eau distillée sur le reflux (100°C). Laisser l'ensemble pendant 2 heures       

(figure 5). Après filtration sur papier filtre Whatman (figure 7), le filtra a été concentré sous 

vide sur un évaporateur rotatif à 50°C (figure 6). Ensuite, les extraits ont été traités avec de 

l'éthanol (3 :1 V : V) qui ont été mis en conservation au réfrigérateur à 4 °C pendant 24 h. 

Puis on continue à centrifuger l'extrait à 8000 rpm pendant 20 minutes, on récupère le 

surnageant, puis on refait le lavage à l'éthanol (3 :1 V : V), on refait la centrifugation et on 

récupère tout le précipité avec l’hexane et On l'évapore à 40° C jusqu’à dessèchement total 

(Yang et al, 2017).  
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Figure 5 : l’extraction des polysaccharides par la méthode  reflux                                    

(photo prise au laboratoire) 

 

Figure 6 : Evaporateur rotatif (photo prise au laboratoire). 

 

 

Figure 7 : Filtration par papier Whatman (Photo prise au laboratoire) 
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Les extraits de polysaccharides obtenus après l’évaporation à sec sont pesés et récupérés avec 

un mélange de solvant eau distillée- Hcl en déterminant la concentration et récupéré par la 

suite dans des tubes a hémolyse qui va être conservés au réfrigérateur à une température de 

5°c jusqu'à l'utilisation. 

On a fait l’étude de l’activité antioxydante et l’activité antimicrobienne sur les extraits 

obtenus par le reflux et l’ultrason 

2. Rendement d’extraction  

Le poids de l’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (après 

évaporation) et le poids du ballon vide (avant le transfert du filtrat à évaporer)      

(Mohammedi   , 2005). 

 

R(%)= (                   ) × 100 

 

R (%) : le Rendement 

MEXT : la masse des extraits après évaporation du solvant en g 

MECH : la masse sèche de l’échantillon végétal (safran) en g 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mext 

mech

h 
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3. Evaluation de l’activité antioxydant par DPPH  

   3.1. Principe du test de DPPH  

La méthode consiste à mesurer Activité anti-radicalaire de la technologie de capture Des 

radicaux libres au DPPH (2,2'-Diphényl-1- picrylhydrazino). DPPH, (C18H12N5O6; PM= 

394.33), est un radical libre stable soluble dans le méthanol (ou éthanol). Violet Forte, son 

absorbance maximale est de 517 nm. Lorsque la molécule antioxydant diminue les Radicaux 

libres DPPH, le violet disparaît Devient rapidement jaune pâle (Blois, 1958). 

3.2. Test du piégeage du radical libre DPPH (2.2 diphényl-1-picrylhdrasyl) : 

Un volume de 50 µl de différentes concentrations (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4mg/ml) de 

l’extrait est ajouté à 1950 µl de la solution méthanolique du DPPH (0.025g/l) fraichement 

préparée. Après incubation à l’abri de la lumière pendant 30 min et à la température ambiante, 

la lecture des absorbances est effectuée à 515 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. En ce qui 

concerne le contrôle négatif, ce dernier est préparé en parallèle en mélangeant 50 µl du 

méthanol avec 1950 µl de la solution méthanolique du DPPH à la même concentration 

utilisée. L’acide ascorbique est utilisé comme contrôle positif. 

Les pourcentages d’inhibition (%) du radical DPPH sont calculés à partir de la formule 

suivante : 

Pourcentage d’inhibition (I %) = [(AC –AE) / AC] x 100 

 

Où : AC : représente l’absorbance du contrôle négatif ; AE: représente l’absorbance de 

l’échantillon. 

Pour comparer l’efficacité de cet extrait avec celle de l’acide ascorbique, nous avons calculé 

la concentration efficace EC50 (Efficient Concentration value) qui est définie comme la 

quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration initiale du radical DPPH à 

50 %. Ce paramètre est déterminé en traçant la variation des pourcentages d’inhibition en 

fonction des concentrations. 
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4-Etude du pouvoir antimicrobien  

  4.1. Souches testées 

 Pour la réalisation des tests de l’activité antimicrobienne, on a utilisé les souches de 

références qui sont mentionnées dans le tableau 2. 

 Tableau 2 : Souches utilisées dans  les différents tests d’activité antimicrobienne. 

Microorganismes Gram Code   Laboratoire de conservation 

Pseudomonas aeruginosa  

    Négatif 

ATCC 27853 LVR 

Escherichia coli ATCC 25922 LVR 

Klebsiellapneumoniae ATCC 700603 LAMAABE 

Staphylococcus aureus  

    Positif 

ATCC 25923 LVR 

Bacillus subtilis  ATCC 6633 LAMAABE 

Enterococcusfaecalis ATCC 29212 LVR 

Candida albicans Levure ATCC 10231 LAPSAB  

 

LVR : Laboratoire vétérinaire régional de Tlemcen ; LAMAABE : Laboratoire de 

Microbiologie Appliquée à l’Agroalimentaire au Biomédical et à l’Environnement ;  

LAPSAB : Laboratoire Antibiotiques Antifongiques : Physico-chimie Synthèse et Activité 

Biologique.  

4.2. Conservation des souches  

Elle a été réalisée par ensemencement des souches isolées sur gélose nutritive inclinée 

entubes à essais. Les cultures pures sont conservées à +4 °Cà l’obscurité jusqu’à son 

utilisation. Pour une conservation à long terme les isolats ont été stockés à - 20 °C dans le 

bouillon Mueller Hinton (ou Sabouraud pour Candida) additionné de 30% (v / v) de glycérol.  

4.3. Milieux de culture  

 Bouillon Mueller Hinton (B.M.H). 

 Gélose Mueller-Hinton (G.M.H). 

 Bouillon Sabouraud (B.S). 

 Gélose Sabouraud pour la levure (G.S). 
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 Ils sont utilisés pour l’antibiogramme des souches bactériennes et fongiques et pour 

l’évaluation de l’activité antimicrobienne.  

 Gélose nutritive : elle est utilisée pour la conservation des souches. 

Les antibiotiques utilisés : 

 Ampicilline (AMP) 10 µg (Biocare) Algerie  

 Amoxiciline (AMX)  

4.4. Préparation de l’inoculum 

 Une pré-culture des souches microbiennes et préparée dans le Bouillon B.M.H pour les 

bactéries et le bouillon B.S pour les levures afin d’obtenir une phase exponentielle de 

croissance.  

 Après 18-24 h d’incubation à 37°C pour les bactéries et 48h d’incubation à 30 °C pour les 

levures, la turbidité est ensuite ajustée au standard Mc Farland 0.5 avec un colorimètre, ce 

qui correspond à  108 UFC/ml pour les bactéries (D.O = 0.08 à 0.1 /  625 nm) et  106 

UFC /ml pour les levures (D.O = 0.08 à 0.1 /  625 nm). 

 L’inoculum peut être ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien le 

milieu (B.M.H ou B.S) stérile s’il est trop chargé. 

 L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de l’inoculum 

(Rahal et al., 2008; Vitali et al., 2016). 

 

4.5. Ensemencement  

 Les boîtes Pétri sont coulées à une épaisseur de 4 mm, car une couche plus fine 

augmente la taille de la zone d’inhibition ce qui peut donner un résultat erroné : 

 Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.  

 L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le 

décharger au maximum. 

 Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée sèche, de haut en bas, en stries 

serrées. 

 Répéter l’opération 2 fois, en tournant la boîte de 60° à chaque fois sans oublier de faire 

pivoter l’écouvillon sur lui-même. 

 Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose. 
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 Dans le cas où l’on ensemence plusieurs boîtes de Pétri, il faut recharger l’écouvillon à 

chaque fois (Rahal et al., 2008). 

 

4.6. Évaluation de l’activité antimicrobienne du l’extrait de polysaccharide  

* Méthode de diffusion sur gélose 

 Des disques de papier filtre de 6 mm de diamètre sont stérilisés à l’autoclave puis 

imprégnés de 10µL/disque (5 mg). Ces disques sont déposés à la surface de la gélose (G.M.H 

pour les bactéries et G.S pour les levures) préalablement ensemencée en surface avec la 

suspension microbienne. Après, les boîtes sont placées à 4°C pendant environ 2 h pour 

permettre une pré-diffusion des molécules bioactives contenant dans les extraits.  

 L’incubation des boîtes est faite à 37°C pendant 24 h pour les bactéries et à 37°C 

pendant 48 h pour les Candida albicans (NCCLS, 1997; CLSI, 2015). 

La lecture des résultats se fait par la mesure du diamètre, en mm, de la zone 

d’inhibition. Deux répétitions sont effectuées pour chaque charge (Belyagoubi et al., 2021). 

 

  4.7. Détermination des concentrations inhibitrices (CMI et CMB)  

       La méthode de dilution en milieu liquide permet de déterminer les paramètres (CMI, 

CMB) d’inhibition de la croissance microbienne par les extraits. La concentration minimale 

bactéricide (ou fongicide) (CMB ou CMF) est définie comme étant la concentration minimale 

d’extrait ne laissant pas de microorganismes survivantes de l'inoculum après incubation à                

37 °C pendant 18 à 24 h (Abedini, 2013). 

La méthode de micro-dilution en bouillon a été utilisée pour déterminer la CMI selon le 

Comité National des Normes du Laboratoire Clinique (NCCLS, 2001). Tous les tests ont été 

effectués dans le bouillon B.M.H pour les bactéries et le bouillon B.S pour les levures. 

Des dilutions en série sont préparées dans une microplaque à fond en U (plaque à micro 

titration) de 96 puits  

Tout d’abord, nous mettons 100 µL de bouillon B.M.H (ou B.S) dans les puits. Ensuite, nous 

déposons 100 μl des extrait des polysaccharides   Dans le puits 2, ensuite le puits 3 et puis 
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effectuons les dilutions successives (100 μL de puits 3 dans puits 4 et ainsi de suite). De plus, 

on met 100 μl de la suspension bactérienne (ou fongique) dans les puits 1 puis 3 à 22 pour 

obtenir un volume final de 200 μl avec une concentration finale de microorganismes de 5 × 

105 UFC/ml.  

Il faut impérativement désinfecter la micropipette à l’alcool pour éviter les problèmes de 

contaminations et il est important d’homogénéiser le tube contenant la souche en le passant au 

vortex avant de l’ajouter dans les puits (Abedini, 2013). 

Les microplaques des bactéries et des C. albicans ont été incubées respectivement pendant 24 

h à 37°C et pendant 48 à 30°C.  

La lecture est faite visuellement. 

La CMI est définie comme la plus faible concentration inhibitrice de l’extrait par laquelle le 

microorganisme ne démontre pas une croissance visible. 

Pour déterminer la CMB, on prélève 10 μL des puits contenant la CMI et les concentrations 

supérieures de la CMI, qu’on ensemence sur des milieux de culture solide (G.M.H ou G.S) et 

on incube les boîtes à 37°C ± 1 pendant 24 h. Le lendemain, on peut déterminer grâce à cette 

culture la CMB. 

Tableau 3 : Concentrations et masses des extraits de polysaccharides du safran dans les puits 

 

Numéro 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

8 

 

… 
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Concentrat

ion dans le 

puits de 

l’extrait 

Reflux et 

Ultrason 

(µg/ml) 

TC TCE 125000 62500 

 

31250 

 

15625 7812.5 3906.25 
 

… 
3.81 
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L’extraction  

Il s’agit des feuilles de C. sativus (safran) sélectionné. 4 extraits ont été obtenus, les 4 

tableaux indiquent les rendements obtenus pour chaque extrait : 

Tableau 4 : Rendements d’extraction des extraits de polysaccharide obtenus à partir des 

feuilles du safran à différent mode d’extraction (extrait sec) 

Technique 

d’extraction 

 

Par reflux 

Par ultrason 

(NaOH) 

 

Par infusion 

 

Par ultrason 

 Rendement (%) 18.32 5.54 3 .94 2.08 

: 

Le meilleur rendement d’extraction des quatre  méthodes utilisées, est le reflux avec un taux 

d’extraction moyen de 18.32% suivi l’ultrason avec NaOH est de 5.54% et de l’infusion avec 

3.94% Statistiquement (tableau 4), la méthode d’extraction de reflux diffère 

significativement de l’extraction par l’ultrason. Cette différence entre le reflux et les deux 

autres méthodes d’extraction pourrait être au temps d’extraction, qui est long dans le cas de 

reflux (2heures)  par rapport aux autres méthodes. 

 

Figure 8 : Représentation graphique de la somme des rendements d’extraction. 

 

 

13%

61%

7%

19%

Rendement d'extraction

INFUSION REFLUX ULTRASON ULTRASON NAOH
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L’étude de Kadkhodaee et Hemmati-Kakhki (2007) sur une poudre d’un échantillon du 

safran iranien de diamètre de 0,5mm a montré que l’extraction des trois composés 

(picrocrocine, safranal et crocine) augmente de manière linéaire en fonction du temps 

d’extraction par ultrason et les teneurs ne se stabilisent pas en fin de la durée d’extraction 

(10min) 

D’après cette étude, il pourrait être conclu que l’extraction des composés principaux du safran 

est influencée considérablement par la méthode d'extraction, son niveau d’énergie (agitation, 

puissance ou amplitude) et sa durée. En outre, lors de l’extraction des principes actifs du 

safran, il est nécessaire de prendre en considération d’autres paramètres afin d’atteindre les 

objectifs souhaités à savoir la granulométrie de la poudre, le ratio solvant/ échantillon, l'étape 

de la filtration de l'extrait, le type du filtre, les méthodes du séchage et les conditions de 

stockage (Straubingeret al., 1997; Kadkhodaeeet al., 2007) 

 

II. Evaluation de l’activité antioxydante  

Les résultats de l’effet antioxydant des polysaccharides des feuilles du safran réalisé par le 

test du DPPH sont représentés dans les figures 09 et 10 et le tableau 5. 

 

Figure 9 : % d’inhibition en fonction de concentrations de l’extrait obtenu par reflux. 

y = 8.2617x - 1.3646
R² = 0.9703
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Figure 10: % d’inhibition en fonction de concentrations de l’extrait obtenu par ultrason.  

Tableau5 : Concentrations EC50 des tests du DPPH. 

 

Extrait bruts 

EC50 (mg/mL) 

DPPH 

Reflux 6,187 ± 0,041 

Ultrason 1,938 ± 0,45 

Acide ascorbique 0.090 ± 0.0023 

 

L’activité anti radicalaire des différents extraits a été évaluée par le test au DPPH, celui-ci est 

souvent utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le criblage des 

molécules douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des végétaux               

(Yi et al ., 2008). 

Les deux extraits détiennent une activité anti-radicalaire exprimée en concentration EC50 égale 

à 1.938 et 6.187mg/mL pour l’extrait obtenu par ultrason et l’extrait obtenu par reflux, 

respectivement. Ces valeurs restent faibles par rapport à celle à l’acide ascorbique (0,090 

mg/mL). 

Assimopoulouet al. (2005) ont indiqué que l'activité antioxydante du safran pouvait être 

attribuée à deux composés bioactifs, la crocine et le safranal, qui manifestent des activités 

anti-radicales DPPH de 65% et 34%, respectivement 

Selon Lahmas et al. (2018), ont révélé une activité anti-radicalaire intéressante de l’extrait du 

safran obtenu avec une concentration IC50 de 0,5 mg/mL pour les feuilles séchées. 

y = 15.134ln(x) + 41.63
R² = 0.9419
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Selon Makhloufet al. (2011), l'extrait brut de stigmates de C. sativus peut être considéré 

comme une excellente source d'antioxydants, ayant une activité antioxydante élevéé. 

Cette différence est probablement due à la différence des méthodes d’extraction. 

III. Evaluation du pouvoir antimicrobien  

L’activité antimicrobienne des extraits de polysaccharides des feuilles du safran est évaluée 

sur 7 souches. Les résultats obtenus de la méthode de diffusion sur disques sont résumé dans 

le tableau 6. 

Tableau 6 : Moyennes des diamètres (mm) des zones d’inhibition des souches microbiennes 

par les extraits bruts des polysaccharides (5 mg/disque). 

 

Microorganismes 

 

REFLUX 

 

ULTRASON 

Contrôle 

négatif 

(Eau+ 

HCl) 

 

Contrôle(+) 

Amp 

(1 mg) 

 

Contrôle(+) 

Amx 

(2.5 mg) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

8.75±0.35 0±0 9.5±0.7 0±0 0±0 

Escherichia coli 6.75±0.35 7.25±0.35 9±0 21.9±0.14 16.1±0.28 

Klebsiella 

pneumoniae 

9.5±0.7 10.5±0.7 11.5±0 7±0.14 0±0 

Staphylococcus 

aureus 

0±0 0±0 0±0 28.05±0.7 24.1±0.14 

Bacillus subtilis 0±0 0±0 0±0 35.1±0.57 28.05±0.7 

Enterococcus 

faecalis 

7.75±0.35 0±0 11.75±03.5 32.8±0.28 26.25±0.35 

Candida albicans 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 

 

Nous remarquons dans le tableau 6 que l’extrait obtenu par reflux présent un effet 

antibactérien sur les souches P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis à 5mg/disque 

avec des zones d’inhibition de8.75±0.35, 6.75±0.35, 9.5±0.7 et 7.75±0.35mm, 

respectivement. A la même charge, l’extrait obtenu par ulrason a révélé un effet antibactérien 
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contre les souches E. coli et K. pneumoniae avec des zones d’inhibition de 7.25±0.35, 

10.5±0.7mm, respectivement. 

l’AMX et L’AMP a exercé une activité inhibitrice importante vis-à-vis la majorité des 

bactéries Gram - et tous les bactéries Gram+ et le effet antimicrobienne est contre B.subtilus. 

Par manque de solvant de solubilité des polysaccharides spécifique dans nos laboratoires de 

recherche, ont a été obligés d’ajouter du HCl avec l’eau distillé (1 :4 : V : V). Ce dernier, 

présente une certaine activité anti microbienne à lui seul. 

Tableau 7: CMI et CMB des extraits bruts des polysaccharides du safran sur les 

microorganismes testés. 

Microorganismes REFLUX ULTRASON 

Souches testées CMI 

(μg/mL) 

CMB 

(μg/mL) 

CMI 

(μg/mL) 

CMB 

(μg/mL) 

Pseudomonas aeruginosa 125000 ˃125000 ND ND 

Escherichia coli 125000 ˃125000 125000 ˃125000 

Klebsiella pneumoniae 125000 ˃125000 125000 ˃125000 

Enterococcus faecalis 125000 ˃125000 ND ND 

 

D’après le Tableau 7, les extraits obtenus par reflux à un effet inhibiteur sur les quatre 

souches à savoir P. aeruginosa, E. coli, K pneumoniae et E. faecalisa une concentration CMI 

de 125000μg/mL. Tandis que l’effet bactéricide CMB, cet extrait a enregistré son effet à une 

concentration supérieure à 125000μg/mL sur ces quatre souches. 

Pour l’extrait ultrason, les valeurs de CMI sont enregistrées contre deux souches à savoir E. 

coli et K. pneumoniaeà 125000μg/mL  alors que la CMB a mentionné son effet à une 

concentration supérieure à 125000μg/mL pour ces deux souches. 

D’après ces résultats, nous pouvons dire qu’ils sont très faibles par rapport à celle du 

Belyagoubi et al. (2021), ont trouvé que l’extrait des fleurs est plus actif contre les souches 

Gram +. Certains travaux tels que l’étude de Zaazaa et al. (2021) qui a révélé la présence 

d’un effet antibactérien d'extraits aqueux de C. sativus a été réalisée contre six souches 

bactériennes appartenant aux bactéries Gram-négatives et Gram-positives. 
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D’aprés l’etude de Jedouali (2017), l’activité antimicrobienne d’extraits méthanolique ayant 

des concentrations différentes (4500µg/ puits, 9000µg/ puits et 13500µg /puits) contre les six 

bactéries étudiées , les résultat révélé que seul l’extrait de feuilles C.sativus représente une 

source de substance ayant une activité antimicrobienne contre ces bactéries.et , à mesure que 

la concentrationdes extraits augmentait également .aucun activé antimicrobienne n’a été 

observée S.aureus ,B.subtilis ,P.aeruginosa et Proteus Mirabilis .qui a découvert que 

Staphylocoques sont résistants aux extraits méthanolique des feuilles de C.sativus. De plus, 

n’a trouvé aucune activité antibactérienne de l’extrait de crocus sativus lorsque ceux-ci ont été 

testés contre Proteus ou Staphylococcus. 
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Le présent travail avait pour but d’étude des activités biologiques des polysaccharides extraits 

des feuilles de safran, C.  sativs (safran). 

Pour cela nous avons  comparé quatre types extractions de polysaccharides extraits des 

feuilles du safran. La comparaison porte sur le rendement des quatre méthodes d’extraction 

par reflux, infusion, ultrason, ultrason avec NaOH. 

Les résultats montrent que le rendement d’extraction le plus élevé a été obtenu par le reflux, 

suivi par ultrason avec NaOH, infusion et ultrason. 

Cette étude montre que la méthode d’extraction par reflux est probablement la meilleure 

méthode par rapport aux trois autres méthodes pour extraire les polysaccharides. 

Au niveau de l’activité anti-oxydante, elle diffère en fonction de l’extrait. L’extraction par 

ultrason présente une activité anti radicalaire intéressante, par  contre l’extrait obtenu par 

reflux ne présente aucune activité anti-oxydante. 

Concernant l’effet antimicrobien testé sur les 7 souches, les extraits obtenus par le reflux et 

l’ultrason ont montré des effets inhibiteurs et bactéricides contre E. coli, P. aeruginosa, E. 

faecalis, K. pneumoniae 

Comme perspective, il serait intéressant d’étendre l’éventail de ce travail et de réaliser les 

points suivants: 

 Optimiser la méthode d’extraction et le solvant de solubilité 

 Etudier la composition chimique des extraits actifs et identifier les principes actifs 

responsables des activités biologiques pour mieux comprendre leur mode d'action 

 Etudier d’autres propriétés biologiques telles que l’activité antimicrobienne contre 

d’autres souches pathogènes et les virus, anti-inflammatoires et antidiabétiques. 
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