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Résumé

Le safran « Crocus sativus » est une plante de la famille des iridacées. Ses vertus

thérapeutiques sont connues depuis l'antiquité, il est utilisé en médicine traditionnelle et dans
les différentes préparations culinaires gréace a sa richesse en molécules bioactives.
Notre travail consiste a valoriser cette plante plus particulierement les fleurs qui sont
considérées comme des déchés de la production du safran. La quantification des teneurs en
phénols totaux, en flavonoides, en flavonols, en anthocyanes et en tanins hydrolysables et
condensés et 1’évaluation des activités antioxydante et antimicrobienne des extraits hydro-
méthanoliques des stigmates et des fleurs ont été déterminées. L’étude du pouvoir antioxydant
est évaluée par quatre méthodes : la capacité antioxydante totale (CAT), le piégeage du radical
libre (DPPH), la réduction du fer et I’inhibition du blanchiment du -carotene.

Selon les résultats obtenus, I’estimation quantitative de ces composés a montré que
I’extrait des stigmates est riche en phénols totaux et en flavonols, alors que I’extrait des fleurs
est riche en tanins hydrolysables,condensés et en anthocyanes.

Les deux extraits ont montré des propriétés antioxydantes différentes dont 1’extrait des fleurs
détient la forte teneur de la capacité antioxydante totale (69.792 + 3.860 mg EAA/g MS) et il
est plus actif a inhiber le blanchiment du B-caroténe (ECs0=0.028+0.005 mg/ml). A propos du
pouvoir antimicrobien, les deux extraits contiennent des agents inhibiteurs et bactéricides
contre les souches Gram + & savoir Micrococcus luteus, Bacillus cereus et Bacillus subtilis.

Donc, les fleurs du safran constituent une source naturelle en metabolites secondaires qui

détiennent les activités biologiques et qui restent d’étre exploiter.

Mots clés: Crocus sativus, métabolite secondaire,  activité antioxydante, activité

antimicrobienne



Abstract

Saffron "Crocus sativus™ is a plant of the Iridaceae family. Its therapeutic virtues have been
known since antiquity, it is used in traditional medicine and in various culinary preparations
thanks to its richness in bioactive molecules.

Our work consists in enhancing this plant, more particularly the flowers which are considered
to be deeds of saffron production. The quantification of the contents of total phenols,
flavonoids, flavonols, anthocyanins and hydrolyzable and condensed tannins and the evaluation
of the antioxidant and antimicrobial activities of the hydro-methanolic extracts of the stigmas
and flowers were determined. The study of antioxidant power is evaluated by four methods:
total antioxidant capacity (CAT), free radical scavenging (DPPH), iron reduction and inhibition
of B-carotene bleaching.

According to the results obtained, the quantitative estimation of these compounds showed
that the extract of the stigmas is rich in total phenols and flavonols, while the extract of the
flowers is rich in hydrolyzable and condensed tannins and in anthocyanins.

The two extracts showed different antioxidant properties of which the extract of the flowers
holds the high content of the total antioxidant capacity (69,792 + 3,860 mg EAA / g DM) and

it is more active in inhibiting the bleaching of p-carotene (EC50 = 0.028 + 0.005 mg / ml).
Regarding the antimicrobial power, both extracts contain inhibitory and bactericidal agents
against Gram + strains namely Micrococcus luteus, Bacillus cereus and Bacillus subtilis.
Therefore, saffron flowers are a natural source of secondary metabolites which hold biological

activities and which remain to be exploited.

Key words: Crocus sativus, secondary metabolite, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Vue les circonstances actuelles causées par la pandémie COVID-19, tous les laboratoires
pédagogiques et de recherche ont été fermés, ce qui nous a poussé a faire une synthése
bibliographique pour 1’élaboration de notre mémoire de master. Dans ce modeste travail, nous
avons interprété et discuté les résultats des travaux antérieurs réalisés au niveau du laboratoire
des Produits Naturels sur le safran d’origine algerienne, plus particulierement de Tlemcen.
Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme source de medicaments. Ces
derniers a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux
médicaments pharmaceutiques (Dibong et al., 2011).
Actuellement, il est encore trés intéressant et trés utile d'évaluer les propriétés thérapeutiques
des plantes en tant qu'antioxydants, en particulier les polyphénols. Ces substances de structures
hétérogenes telles que les flavonoides, les anthocyanes et les tanins ...etc. possédent diverses
propriétés biologiques comme les activités antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse,
antiapoptotique, antimicrobienne et aussi comme des antidépresseurs (Micheal, 2015).

En effet, les plantes représentent la principale source de ces propriétés dont plusieurs travaux
ont été décrits. Parmi ces végétaux, le safran et ses constituants (Crocin, crocetine et safranal)
détiennent des propriétés benéfiques différentes (Rahimi, 2015). Crocus sativus est une petite
plante, vivace sans tige principalement cultivé en Iran, en Grece, en Espagne, en France ensuite,
en Algérie. Il ne s’agit pas d’une plante sauvage car ’homme a su la cultiver, la choyer, et
I’importer tout autour du bassin méditerranéen (Moshini et al, 2015 ; Lachaud, 2016).

Le safran est une épice obtenue en déshydratant la stigmatisation des fleurs séchées. Cette
plante bulbeuse appartient a la famille des Iridaceae (luis, 2009). Elle peut atteindre une hauteur
de 30 cm et sa période de floraison se situe entre septembre et novembre. Elle est
traditionnellement utilisée pour des effets apaisants, calmants et la stimulation de la digestion,
soulager les crampes, renforcer le corps, et bien sr avoir longtemps comme épice et teinture,
donc c'est une épice trés appréciée utilisée a des fins culinaires, médicinales et
pharmacologiques (Bénédict, 2019).

Le safran posséde de grandesfleurs voyantes de couleur violette ou pourpre-violacée (connues
sous le nom de «rose du safran»), avec un style filiforme divisé en trois stigmates odorants
(Vanaclocha et Fitoterapia, 2003).

La fleur du safran est composée de 6 pétales, 3 étamines jaunes et un pistil qui est divisé en 3
longs stigmates rouges vifs et velouté de 3 a 4 cm.

Le stigmate a un aspect brillant a lI'ouverture de la fleur, mince a la racine, large a la fin et tres
parfumé. Apres séchage, il forme un safran commercial. Le safran se développe a partir de des

bulbes. Les bulbes, sont de petites boules brunes d'environ 4.5 cm de diametre, enveloppées
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Introduction

dans des tapis de fibres paralléles denses. Les bulbes qui ne peuvent survivre qu'une seule saison
doivent étre coupés et casses manuellement, puis replantés. Par conséquent, ils fourniront
jusqu'a dix caieux, qui produiront de nouvelles plantes(Winterhalter et Straubinger, 2000).

Les fleurs de Crocus sont délicates et fragiles, et dégagent un aréme de «miel» lors de la récolte.

Les composés volatils présents dans les fleurs ont été caractérisés afin d'évaluer I'aréme et les

propriétés thérapeutiques des déchets floraux (Bergoin, 2005).

Figure 1: Fleur du Crocus sativus : 1: pétales 2: stigmates 3: étamines 4:bulbe (Chahine,
2014).

Diverses études analytiques ont été menées pour identifier un grand nombre de composés
biologiquement actifs trouvés dans le safran. Les quatre principaux composés sont la crocine
et la crocétine qui sont deux pigments caroténoides responsables de la couleur jaune-orangée
de 1’épice, la picrocrocine apportant au safran sa saveur et son gout amer, le safranal un
compos¢ volatil responsable de 1’arome et de 1’odeur si spécifique au safran. Ainsi ces
principaux constituants contribuent non seulement au profil sensoriel du safran mais aussi aux
propriétés intéressantes pour la santé. C'est lI'alchimie parfaite entre ces principaux composés
qui fait la qualité d'un grand safran (Melnyk et al., 2010). D’autres études portantes sur des
propriétés phytothérapeutique ont montré que le safran contient aussi plus de 150composés
actifs tels que les caroténoides dont lutéine, zéaxanthine, lycopene et alpha- et béta-caroténe,

les glucosides, les flavonoides, les anthocyane, les tanins...etc (Abert et al., 2013 ; Bénédicte,
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2019). En raison de sa capacité a promouvoir des avantages pour la santé humaine, une grande
attention a été accordée a ces composes bioactifs (Conforti et al., 2009). Plusieurs propriétés
biologiques ont été décrites telles que 1’effet hypocholestérolémiant, il permet de lutter contre
I’excés du cholestérol (Jesus, 2017), la réduction des facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires, effets antimutagénes, anti-allergénes, anti-inflammatoires et antimicrobiens
(Balasundram et al., 2006). Il a aussi la capacité a réguler la chimie du cerveau et normalise
les niveaux de sérotonine, de sorte que son effet antidépresseur (Sylvia, 2019). L’effet anti-
cancérigene est aussi reporté chez le safran en raison d'une variété de substances naturelles, il
peut induire l'apoptose dans diverses cellules tumorales et avoir des effets antioxydants en
raison de leur teneur en caroténoides, dont font partie de la crocine et la crocétine, qui jouent
un role important sur la santé en agissant en tant qu’antioxydant naturel (Bathaiz et al., 2013).
Cette investigation est portée sur la valorisation des fleurs qui sont considérées comme des
déchets en grande quantité de la production du safran. Une étude comparative avec les stigmates
est aussi envisagée.

Pour cela, les teneurs en phénol totaux, en flavonoides, en flavonols et en anthocyanes et les

activités antioxydante et antimicrobienne ont été déterminées.
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Matériel et méthodes

Echantillon
Les deux parties de la plante (fleurs et stigmates) (Figure 1) ont été récoltées dans la station
d’Ain Fezza djebel Zaafran, Daira de Tlemcen, Wilaya de Tlemcen, pendant le mois de

Novembre 2018.Le séchage se fait a I’obscurité et a température ambiante dans un endroit sec

et aéré par Dr LOUKIDI B. Maitre de conférences classe A, a ’université de Tlemcen.

Figure 2 : La plante de Crocus sativus. (A) : Les fleurs (B) : Les stigmates.

Préparation des extraits bruts de C. sativus.

Les extraits bruts des deux parties séparées (fleurs et stigmates) sont obtenus en ajoutant 1g de
la poudre a 30 ml d’un mélange méthanol/cau distillée (70 /30 ; V/V) (Bekkara et al, 1998)
pendant 24 h a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. Aprés filtration sur papier
Whatman de diametre 130 mm, les filtrats sont évaporés a sec en utilisant le rota vapeur de type
HAHNVAPOR HS-2005V-N a 50 °C. Les extraits secs obtenus sont pesés et recupérés par 3
ml d’eau distillée pour les fleurs et 2 ml pour les stigmates, puis conservés dans des tubes a

hémolyse a 4 °C jusqu’a leur utilisation.

I-Dosages phytochimiques

I.1. Dosages des phénols totaux

Les phénols totaux sont des constituants importants des végétaux, leurs dosage par le réactif de
Folin-Ciocalteu a été décrit des 1965 (Singleton et Rossi, 1965). Ce réactif est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (Hs;
PM01,040). Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdene (Ribéreau-Gayon, 1968), c’est-a-dire qu’il y aura formation d’un
complexe redox entre les composés phénoliques et les deux acides du réactif. La coloration

produite suite a cette association, dont 1’absorbance maximale est mesuré a 765 nm, et elle est

Page 5



Matériel et méthodes

proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans 1’extrait végétal. Les deux extraits
sont dilués 500 fois dans de 1’eau distillée. Trois (03) répétitions ont été réalisées et dans des
tubes a essai, une quantité de 200 pl pour chaque extrait est introduit dans des tubes a essais, le
mélange (1 ml du Folin Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8 ml de carbonate de sodium a 7.5 %) est
additionné. Les tubes sont agités et conservés durant 30 min. L’absorbance est mesurée a 765
nm en utilisant le spectrophotométre UV/Visible. Une courbe d’étalonnage a différentes
concentrations d’acide gallique est réalisée parallelement dans les mémes conditions
opératoires. Les teneurs en composés phénoliques sont exprimées en milligramme (mg)

équivalents d’acide gallique par gramme (g) du poids de la matiére séche (mg EAG/g MS).

I.2.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est déterminé en utilisant la technique de Zhishen et al, (1999).Une
quantité¢ de 500 pul des extraits bruts convenablement dilués est mélangée avec 1500 pl d’eau
distillée, suivi par 150 ul de nitrite de sodium (NaNO;) a 5%. Apres 5 min, 150 pl de trichlorure
d’aluminium (AICl3) a 10 % a été additionné. Apres 6 min d’incubation a la température
ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% est additionné. Immédiatement, le
mélange est completement agité afin d’homogénéiser le contenu. L’absorbance est déterminée
a 510 nm contre le blanc a 1’aide d’un spectrophotométre SPECTROD 200 Plus. Une courbe
d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine comme contrdle positif.

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par

gramme de la matiére seche (mg EC/g MS).

1.3.Dosage des flavonols

Le dosage des flavonols a été réalisé par la méthode de Kumaran et al (2007). Une prise de
0.25 ml de chaque extrait brut est mélangé avec 1.5 ml d’acétate de sodium a 50 mg/ml et 0.25
ml de AICI; a 2 mg/ml. Le mélange est homogéneisé et incubé a température ambiante durant
150 min. L’absorbance est lue a 440 nm en utilisant le spectrophotomeétre de type SPECORD
200 Plus.

Le contenu en flavonols est exprimé en milligramme (mg) équivalents de quercétine par

gramme du poids de la matiére seche (mg QE/ g MS).
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I.4.Dosage des tanins condensés

La quantité des tanins condensés est déterminée par la méthode de vanilline en milieu acide
(Julkunen-titto, 1985). Cette méthode est basée sur la capacité de vanilline en présence d’HCI
a réagir avec les tanins, 1’absorbance est mesurée a 550 nm.

Un volume de 50 pl de I’extrait brut est ajouté a 1500 ul de la solution vanilline/méthanol (4%)
puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite, 750 pl de I’acide chlorhydrique concentré (HCI) est
additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la température ambiante pendant 20 min a
I’abri de la lumicre. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre le blanc a I’aide d’un
spectrophometre SPECORD 200 Plus.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme contrdle positif. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg)

équivalents de la catéchine par gramme de la matiéere séche (mg EC/g MS).

I.5.Dosage des tanins hydrolysables

Le taux des tanins hydrolysables est déterminé par la méthode de Mole et Waterman (1987)qui
est basée sur la réaction avec le chlorure ferrique. Un volume de 1 ml de I’extrait est mélangé
avec 3.5 ml de la solution de FeCl; (1.62 g est dissous dans 0.01M de HCI). Le mélange donne
une coloration rouge violette au complexe d’ol la formation des ions (Fe*3). L’absorbance a été
lue a 660 nm aprés15 secondes. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalents d’acide

gallique par g de la matiere séche a partir de la courbe d’étalonnage (mg EAG/ g MS).

I.6.Dosages des anthocyanes

La détermination de la teneur en anthocyanes a été effectuée selon la méthode de Wagner
(1979).Une masse de 0.1 g de matiére séche de chaque partie de la plante est macéré dans 10
ml du meéthanol acidifié (Méthanol/ HCI : 99/1 ; V/V). Les extraits sont maintenus a 25 °C
pendant 24 h dans I’obscurité. Aprés la centrifugation a 4000 g pendant 5 min a température
ambiante, la lecture de 1’absorbance du surnageant se fait a une longueur d’onde de 550 nm.
Pour calculer la quantité d’anthocyanines, nous avons utilisé le coefficient extinction 33 000 |

mol -1 cm -1 et le contenu en anthocyanes a été exprimé en pumol/g de matiére seche.

I1-Etude de ’activité antioxydante
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Quatre tests ont été utilisés pour évaluer le pouvoir antioxydant.

I1.1.Capacité antioxydante totale (CAT)

Ce test est baseé sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate
Mo0O,2-a molybdate Mo (V) MoO,* en présence de 1’extrait pour former un complexe vert de
phosphate/Mo(V) a pH acide.

La CAT des fleurs et des stigmates de C. sativus a été examinée par la méthode de
Phosphomolybdene de Prieto et al, (1999). Un volume de 300 ul de I’extrait dilué a été ajouté
a 3 ml de solution de réactif (acide sulfurique 0.6M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate
d’ammonium 4 mM). Les tubes ont été fermés et incubés a 95 °C pendant 90 min. Apres
refroidissement, I’absorbance des solutions a été mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient
3 ml de la solution CAT et 0.3 ml du I’eau distillée et il a été incubé dans les mémes conditions
que 1’échantillon. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide ascorbique comme contrdle positif. Les valeurs de la CAT sont
exprimées en milligramme équivalents d’acide ascorbique par gramme de matic¢re seche (mg

EAA/g MS). Les expériences sont répétées trois fois.

11.2.Test du piégeage du radical libre DPPH (2.2 diphényl-1-picrylhdrasyle)

Cette technique permet de mesurer la capacité des antioxydants a réduire le radical 2,2
diphényl-1-picrylhydrazile (DPPH) en une forme non radicalaire (hydrazine), en acceptant un
atome d’hydrogene. L’effet de I’extrait sur le DPPH est mesuré par la méthode décrite
par(Sanchez-Moreno et al, 1998).Un volume de 50 ul des différentes concentrations de chaque
extrait (0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 mg/ml pour I’extrait des stigmates) et (0.1875,
0.375,0.75, 1.5, 3, 6 mg/ml pour I’extrait des fleurs) est ajouté¢ a 1950 ul de la solution
méthanolique du DPPH (0.025 g/l) fraichement préparée. Aprés incubation a 1’abri de la
lumiére pendant 30 min et & la température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a
515 nm en utilisant le spectrophotomeétre.

Le contrble négatif est préparé en paralléle en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1950 pl
d’une solution méthanolique du DPPH a la méme concentration utilisée. L’acide ascorbique
est utilise comme contréle positif.

Les pourcentages d’inhibition (%) du radical DPPH sont calculés a partir de la formule suivante
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Pourcentage d’inhibition (I %) = [(Ac —AE) / Ac] x 100

Ou: Ac: Représente I’absorbance du contrdle négatif ; Ae: Représente I’absorbance de

I’échantillon.

Le parametre ECso (Efficient Concentration value) ou la concentration efficace est calculé pour
comparer ’efficacité de nos extraits. Il est défini comme la quantité d’antioxydant nécessaire
pour diminuer la concentration initiale du radical DPPH a 50 %. Il est déterminé en tracant la

variation des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations.

11.3. Réduction de fer

Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3*)
présent dans le complexe Kz Fe(CN)s en fer ferreux (Fe2*). Elle est déterminée par la méthode
d’Oyaizu (1986).Des dilutions (0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/ml) ont été préparées.
Un volume de 500 pl de chaque dilution a été mélangé avec 1250 ul d’une solution tampon (0.2
M, pH=6.6) et 1250 pl de solution du ferricyanure de potassium (1% Ks[Fe(CN)e]. Le mélange
a été incubé pendant 30 min a 50°C, puis de 1’acide trichloroacétique a 10 % (1250 pul) a été
ajouté. Aprés centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 min, un volume du surnageant (1250 pl)
a été mélangé avec de I’eau distillée (125ul) et une solution fraichement préparée de FeCls (250
ul, 0.1%).L’absorbance a été¢ mesurée a 700 nm. L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu
réactionnel indique I’augmentation de la réduction de fer. L’acide ascorbique est utilis¢ comme
témoin positif.

La concentration ECseest un indice utilisé pour comparer la capacité réductrice de I’extrait par
rapport au contréle positif. Elle est définie comme la concentration des antioxydants nécessaires

a la réduction de 50 % de la concentration initiale du ferricyanure de potassium.

I1.4. Inhibition du blanchiment du p-carotene

Le B-carotene est un photo-protecteur qui apparait comme un piégeur efficace. La structure
polyionique lui donne la capacité du piégeage de I’oxygene par la formation de dioxine ou par
la production d’hydroperoxydes (insertion d’oxygéne dans tous les liaisons conjugués C-H a
partir d’une double liaison) susceptibles d’étre réduits a leurs tour (Bossokpi, 2002).

Le test du blanchiment du B-caroténe utilisé pour évaluer 1’activité antioxydante des extraits de
notre plante est celui du Sun et Ho (2005). Une quantité de 2 mg du B-caroténe est dissoute

dans 10 ml de chloroforme. On préléve 1 ml de cette solution dans une fiole contenant
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préalablement 200 mg de Tween 20 et 20 ul d’acide linoléique. Cette solution est évaporée au
Rota vapeur jusqu’a la disparition de 1’odeur du chloroforme. Puis, un volume de100 ml de
I’eau oxygénée diluée a 20% est ajouté dans la fiole et le mélange résultant est agité
vigoureusement. Dans des tubes a vis, 1’émulsion B-carotene/acide linoléique de 4 ml est
additionnée a 200 pl des solutions méthanoliques de I’extrait ou de I’antioxydant de synthése
BHA a différentes concentrations. Aprés une agitation proprement dite, 1’absorbance est
mesurée immédiatement a 470 nm ce qui correspond a t = 0 min contre le blanc contenant
I’émulsion sans p-carotene. Les tubes bien fermés sont placés dans un bain marie a
50°Cependant 120 min. Ensuite, I’absorbance de chaque extrait est mesurée a 470 nm a t = 120
min. Pour le témoin positif, I’échantillon est remplacé par le BHA. Le témoin négatif est
constitué par 200 pl du méthanol au lieu de I’extrait ou de I’antioxydant de synthése. Tous les
¢chantillons sont répétés en deux essais. L’activité antioxydant (%) des extraits est évaluée

parla méthode de blanchiment du B-caroténe en employant la formule suivante :

% Inhibition = [ 1-(Aeo -Aeiz0 / ACo -Ac120) ] X 100

Ou : Aeo : Absorbance de I’échantillon a t0; Aeso : Absorbance de 1’échantillon aprés
incubation de 120 min ; Aco : Absorbance du contrdle négatif a t0 ; Acio : Absorbance du
contrble négatif aprés incubation de 120 min.

La valeur ECsoest définie comme étant la concentration des antioxydants correspondant a50 %
d’inhibition. Elle est calculée en tracant la courbe des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations de 1’extrait.

I11-Etude de ’activité antimicrobienne
I11.1. Préparation du matériel biologique
Souches testées

Les souches de références utilisées pour la réalisation des tests de ’activité antimicrobienne

sont mentionnées dans le tableau 1 ci-dessous.
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Tableau 1: Différentes souches utilisées dans 1’étude du pouvoir antimicrobien.

Microorganismes Gram Code Laboratoire de conservation
Staphylococcus aureus ATCC 6538 MNHN
Micrococcus luteus ATCC 9341

i _ Positif
Bacillus subtilis ATCC 6633 LAPSAB
Bacillus cereus ATCC 25921 LAPRONA
Klebsiella pneumoniae IBMC Strasbourg MNHN
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 MNHN

Négatif

Escherichia coli ATCC 8739 MNHN
Candida albicans ATCC 10231 LAPRONA
Candida albicans CIP Levure CIP 444 LAPSAB

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPSAB : Laboratoire Antibiotiques
Antifongiques :Physico-chimie Synthése et Activité Biologique.

Pré-culture des souches microbiennes

v" Une pré-culture des souches microbiennes et préparée dans le Bouillon B.M.H afin
d’obtenir une phase exponentielle de croissance.

v Apreés 18-24 h d’incubation a 37 °C, la turbidité est ensuite ajustée, ce qui correspond a
~10® UFC /ml (D.O=10.08 2 0.1 /X 625 nm.

v L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien le
milieu B.M.H stérile s’il est trop chargé.

v' L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de I’inoculum

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

Ensemencement
v' Les boites de Pétri sont coulées a 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.
v' Les boites sont introduites dans 1’étuve a 37°C pendant 30 min avant 1’ensemencement
afin d’¢liminer I’humidité.

v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.
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v' L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum.

v’ Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en stries
serrées.

v' Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme.

v Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

v" Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1I’écouvillon

a chaque fois (Rahal et al., 2008).

I11.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne des extraits de C. sativus

a. Méthode de diffusion en milieu gélosé (Méthode des disques)

Des disques de papier filtre de 6 mm de diameétre sont stérilisés a 1’autoclave puis imprégnés de
10 ul de chaque extrait (fleurs, stigmates) avec des charges respectives de 0.5, 1et 3 mg/disque.
Ces disques sont déposeés a la surface de la gélose G.M.H préalablement ensemencée en surface
avec la suspension microbienne. Apres, les boites sont placées a 4°C pendant environ 2 h pour
permettre une pré-diffusion des molécules bioactives contenant dans les extraits.

Des disques d’ampicilline (10 pg) ont été utilisés comme des contréles positifs.

Un contrdle négatif est également effectué en utilisant un disque de papier chargé avec 10ul de
I’eau distillée stérile.

L’incubation des boites est faite a 37 °C pendant 24 h (NCCLS, 1997 ; CLSI, 2015).

La lecture des résultats se fait par la mesure du diameétre, en mm, de la zone d’inhibition.

Deux répétitions sont effectuées pour chaque charge.

b. Méthode de microdilution en milieu liquide (Détermination des concentrations
CMI et CMB)

e Principe
La méthode de dilution en milieu liquide permet de déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) permettant d’inhiber la croissance des microbes par des extraits sou des
composés actifs. La concentration minimale bactéricide (CMB) est définie comme étant la
concentration minimale d’extrait (ou de composé€) ne laissant pas de bactéries survivantes de

I’inoculum apreés incubation a 37°C pendant 18 a 24 heurs (Abedini, 2013).
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La méthode de dilution partielle a éte utilisee dans le bouillon pour déterminer la CMI selon le
Comité national de normalisation en laboratoire clinique (NCCLS, 2001). Tous les tests ont été
effectués dans le bouillon B.M.H.
Les dilutions en série sont préparées dans une plaque stérile a fond en U (microplaque) de 96
puits
Dans la gamme de concentration choisie :
-Extrait des stigmates de 45000 pg / ml a 0.0858 pg / ml.
-Extrait des fleurs de 200000 pg / ml a 0.3814 pg / ml.

e Mise en ceuvre
Tout d’abord, nous mettons 100 pl de bouillon M.H dans les puits. Ensuite, nous déposons 100
pl des extraits hydro-méthanoliques (stigmates et fleurs) de C. sativus dans le puits N°02,
ensuite le puits N°03 et puis nous effectuons des dilutions successives (aprés agitation, on prend
100 pl & partir du puits N°03 et on le met dans puits N°04 et ainsi de suite). De plus, on met
100 pl de la suspension bactérienne dans le puits N°01 et dans le puits N°03 jusqu’au puits
N°22 pour obtenir un volume final de 200 pl dans chaque puits avec une concentration finale
de microorganismes de 1’ordre de 106 UFC /ml.
Il est nécessaire de désinfecter la micropipette avec de 1’alcool pour éviter les problemes de
contamination. Il est important d’homogénéiser le tube contenant la souche a travers le vortex
avant son dépdt dans les puits (Abedini, 2013).
Les microplaques des bactéries et des C. albicans ont été incubées respectivement pendant 24
h et 48 a 37°C, la lecture est faite visuellement.
Pour déterminer la CMB, on préléve 10 ul 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 boites a 37°C £ 1 pendant 24 h. Le lendemain, on peut déterminer grace a cette
culture la CMB.
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Figure 3 :

Plaque 96 puits pour la détermination des parametres CMI et CMB.
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Tableau 2 : Concentration des extraits bruts des stigmates et des fleurs dans les puits.

Numéro du

puits

10

22

Concentration
du puits (ug/ml)
de ’extrait des

fleurs

TC

TCE

200000

100000

50000

2500

1250

625

3125

1562

0.38

Concentration
du puits (ug/ml)
de D’extrait des

stigmates

TC

TCE

45000

22500

11250

5625

2812,5

1406,2

703,1

3515

0,08
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Résultats et discussions

I. Tests phytochimiques

Rendements en extraits
Les résultats obtenus des rendements dans le tableau 1 ont montré que les fleurs et les stigmates
détiennent des pourcentages de 1’ordre de 49.747 et 48.525%, respectivement.

Tableau 3 : Rendement en extraits des fleurs et des stigmates du safran.

Extrait bruts Rendement (%)
Stigmates 48.525
Fleurs 49.747 + 4.167

1.1 Dosage des phénols totaux

Les extraits ont été analysés quantitativement par spectrophotometre, pour leurs teneurs en
phénols totaux en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalents d’acide gallique par gramme

(9) du poids de la matiére seche (mg EAG/g MS). lIs sont reportés dans la figure 4.
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Figure 4 : Teneurs en phénols totaux (mg EAG/g MS) au niveau des stigmates et des fleurs.

Nous constatons que la teneur en phénols totaux enregistré au niveau de stigmates 97.993 +
10.548 (mg EAG/g MS) est largement supérieure a celle trouvée au niveau des fleurs 69.187187
+ 2.255(mg EAG/g MS).
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1.2. Dosage des anthocyanes :
Le dosage des anthocyanes a été effectué par la méthode de Wagner. Les résultats obtenus dans

la figure 5 sont exprimés en micromole par gramme de matiére seche (umol/g).
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Figure5 : Teneurs en anthocyanes (umol/g) au niveau des stigmates et des fleurs.

D’apreés I’histogramme illustré dans la figure (5) on constate que les anthocyanes sont présents
avec une quantité élevée dans des fleurs 11, 526 = 0.118 (umol/g) par rapport a celle des

stigmates qui renferme un taux 0,465 (umol/g) presque inexistant.

1.3. Dosage des flavonoides :
Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode spectrophotométrique au chlorure
d’aluminium (AICl5). La figure 6 illustre les résultats obtenus qui sont exprimés en

milligramme équivalents de catéchine par gramme de la matiere seche (mg EC/g MS).
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Figure 6 : Teneurs en flavonoides (mg EC/g MS) au niveau des stigmates et des fleurs.

D’aprés cette figure, les stigmates de C. sativus possédent des teneurs en flavonoides 5.967 +
0.042 (mg EC/g MS). Cette valeur reste supérieure par rapport aux fleurs 4.322 + 0.185(mg
EC/g MS).

1.4. Dosage des flavonols
Les résultats des teneurs en flavonols obtenus dans la figure 7 sont exprimés en milligramme

(mg) équivalents de quercétine par gramme du poids de la matiére séche (mg EQ/ g MS).

Teneurs en flavanols (mg EQ/g
MS)

stigmates fleurs

Extraits bruts

Figure7 : Teneurs en flavonols (mg EQ/ g MS) au niveau des stigmates et des fleurs.

Nous remarquons que les flavonols sont présents avec une teneur tres élevée dans les stigmates
de I’ordre de241. 797 + 6.511 mg EQ/ g MS) par rapport aux fleurs 5.452 + 0.226 (mg EQ/ g
MS).
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1.5. Dosage des tanins hydrolysables

Les resultats des teneurs en tanins hydrolysables obtenus sont exprimés en milligramme (mg)
¢quivalents d’acide gallique par gramme (g) du poids de la matiere séche (mg EAG/g MS).
D’apreés I’histogramme illustré dans la figure 8, nous avons constaté que la teneur en tanins
hydrolysables au niveau des fleurs (277,304 £ 6,756 mg EAG/g MS) est une fois et demie
supérieure a celle des stigmates (161,643 £10,506 mg EAG/g MS).
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Figure 8 : Teneurs en tanins hydrolysables (mg EAG/g MS) au niveau des stigmates et des

fleurs.
1.6. Dosage des tanins condensés

Les résultats des teneurs en tanins condensésillustrés dans la figure 9sont exprimés en

milligramme (mg) équivalents de la catéchine par gramme de la matiére séche (mg EC/g MS).
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Figure 9 : Teneurs en tanins condensés (mg EC/g MS) au niveau des stigmates et des fleurs.

D’aprés la figure 9, nous avons remarqué que les stigmates possédent une teneur en tanins
condensés de 30.892 + 3.762 (mg EC/g MS). Cette concentration est importante que celle
enregistrée dans les fleurs (48.854 £ 5.927 mg EC/g MS).

Nos résultats phytochimiques sont comparables a ceux publiés par Babaei (2014) qui a révélé
la présence de certains composes dans la fleur de C. sativus tels que les phénols totaux, les
flavonoides et les tanins. De méme, une étude de Hosseinzadeh et al. (2002) ont noté la
présence de ces composes et des anthocyanes dans les extraits des fleurs. D’autres études ont
dévoilé que les taux en flavonoides sont de 14.10+1.08 mg EC/g MS (Si Mohammed et al.,
2018) et 5.88 mg EC/g MS (Karimiet et al., 2010) au niveau des fleurs et des stigmates,
respectivement. A propos des anthocyanes, Jéssica et al. (2014) dans leur étude ont signalé un
taux de ces molécules similaire a nos résultats et égale & 11.40 £0.10umol/g au niveau des fleurs.
Ces teneurs enregistrées dans notre étude sont différentes par rapport a la littérature. Cette
variabilité peut étre attribuée au plusieurs facteurs qui peuvent influencer sur la concentration
des composés phénoliques dans nos extraits. La répartition des polyphénols se trouve sous
I’influence de plusieurs facteurs, notamment climatique, géographique, sécheresse, qualit¢ du
sol, profondeur....(Ebrahimi et al., 2008). De plus, le mode d’extraction (solvant d’extraction

et température), peut également influencer ces composés (Conde et al., 2009 ; Lee etal., 2003).

I1. Evaluation de ’activité antioxydante
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L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le -carotene, I’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol
(vitamine E) ainsi que les composés phénoliques (Bartosz, 2003). De ce fait nous nous somme
intéressés a évalués 1’activité antioxydante des extraits de fleurs et des stigmates de C. sativus
par quatre méthodes différentes et complémentaires.

Les résultats de I’effet antioxydant des fleurs et des stigmates du safran réalisés par 4 tests sont

reportés dans le tableau 4.

Tableau 4: Teneurs de la capacité antioxydante totale et les concentrations ECso des tests du

DPPH, de la réduction du fer et de B-caroténe des fleurs et des stigmates du safran.

Extrait brut ECso (mg/ml) CAT (mg
DPPH Réduction du fer | B-caroténe EAA/g MS)
Stigmates ND 0.617 + 0.032 0.196 + 0.044 30.845 £5.975
Fleurs 5.5402 + 0.0032 | 1.001 £ 0.030 0.031 £ 0.004 69.792 + 3.860
Acide 0.0906 + 0.0023 | 0.061 £ 0.001
ascorbique
BHA 0.028+0.005

ND :Non déterminé.

I1.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

Nous constatons que les fleurs (69.792 + 3.860 mg EAA/ g MS) possédent une valeur de la
CAT deux fois plus élevée que les stigmates (30.845 + 5.975 mg EAA/ g MS).

Les travaux de Lahmas et al (2018) ont rapporté que I’extrait des stigmates a une activité
antioxydante totale de 50 mg EAA/g MS, supérieure a celle signalée dans notre étude sur les

stigmates.

I1.2. Piégeage du radical DPPH

Les résultats de ce test référés dans le tableau 4 ont indique que les fleurs détiennent une
concentration ECsoegale a 5.5402 mg/ml. Cette activité reste trés faible par rapport a I’acide
ascorbique (0.0906 mg/ml).

Nos résultats sont tres faibles en comparant avec ceux reportés par Lahmass et al (2018).Ces
auteurs ont révélé une activité anti-radicalaire intéressante des extraits du safran obtenus avec

des concentrations 1Cso de 0.5 mg /ml pour les stigmates et pour les feuilles séchées. Cette
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différence est due a la nature des composés extraits par des solvants de polarité différente
(Lafka et al., 2013).

I1.3.Réduction du fer

D’aprés le tableaud, les capacités reste 1’activité d’acide ascorbique révéle une puissante
activité avec un ECso égale 0.061 + 0.001 (mg/ml) par rapport a celle des stigmates avec un
ECso égale 0.617 = 0.032 (mg/ml) et les fleurs avec un ECso 1.001 + 0.030 (mg/ml).

D’aprés Sedoud (2018), la capacité réductrice des pétales est de2.01 mg/ml et qui reste faibles

par rapport a nos échantillons.

I1.4. Inhibition du blanchiment du p-carotene :

Les résultats illustrés dans le tableau 4 ont indiqué que I’extrait brut des fleurs détient la
capacité inhibitrice intéressante du blanchiment du B-caroténe avec une concentration ECso
¢gale a 0.031mg/ml. Cette valeur reste proche a celle du BHA (0.028 mg/ml). Pour I’extrait des
stigmates, ce dernier a montré une concentration inhibitrice de 0.196 mg/ml. Ce résultat reste
faible devant le travail de Lahmas et al (2018) qui a révélé une valeur égale a 0.030mg/ml pour

les stigmates.

I11. Evaluation du pouvoir antimicrobien
L’activité antimicrobienne des extraits des stigmates et des fleurs du safran est évaluée sur 9
souches. Les résultats obtenus de la méthode de diffusion sur disques sont résumés dans le

tableau 5.
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Tableau5 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des souches microbiennes par les

extraits bruts des stigmates et des fleurs de C. sativus.

Extraits 1mg/disque 3mg/disque
Fleurs Stigmates Fleurs
S. aureus 0 0 0
M. luteus 7.33+0.47 0 12.16+3.40
B. cereus 0 15+2.82 0
B. subtilis 0 18+0 7.2520.35
E. coli 0 0 0
K. pneumoniae 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0
C.albicans ATCC 10231 0 0 0
C. albicans CIP 444 0 0 0

Nous remarquons que I’extrait des fleurs présente un effet antibactérien considérable sur la
souche M. luteus & 1 mg/disque avec une zone d’inhibition égale a 7.33£0.47 mm. A
3mg/disque, deux zones d’inhibition de 12.16+3.40 et 7.25£0.35 mm ont été signalées contre
M. luteus et B. subtilis, respectivement pour I’extrait des fleurs. A la méme charge, I’extrait des
stigmates a révélé un effet antibactérien contre les deux souches de Bacillus.

Nous avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations
minimales bactéricides (CMB) de nos extraits contre les souches étudiées. Les résultats obtenus

sont représentés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : CMI et CMB des extraits bruts des stigmates et des fleurs du safran sur les

microorganismes testés.

Extrait Stigmates Fleurs
Souches testées CMI CMB ou CMF CMI CMB ou CMF
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

S. aureus ND ND ND ND
M. luteus 22500 >45000 6250 100 000
B. cereus ND ND 100 000 200 000
B. subtilis 1406.25 >45000 781.25 >200 000
E. coli ND ND ND ND

K. pneumoniae ND ND ND ND

P. aeruginosa ND ND ND ND
C.albicansATCC 10231 ND ND ND ND

C. albicans CIP 444 ND ND ND ND

D’apres le tableau 6, 1’extrait des stigmates a un effet inhibiteur sur les souches B. subtilis et
M. luteus a des concentrations CMI de 1406.25 ug/ml et 22500 pg/ml, respectivement. Tandis
que ’effet bactéricide CMB, cet extrait a enregistré son effet & une concentration supérieure a
45000 pg/ml sur ces deux souches.

Pour I’extrait des fleurs, les valeurs de CMI sont enregistrées contre trois souches a savoir B.
subtilis a 781.25 pg/ml, M. luteus a 6250 ug/ml et B. cereus a 100 000 ug/ml, alors que les
CMB sont de 1000 pg/ml contre M. luteus, 200 000 pug/ml contre B. cereus et >200 000 pg/ml
contre B. subtilis.

D’apreés ces résultats, nous pouvons dire que I’extrait des fleurs est plus actif contre les souches
Gram +. Ceci est confirmé par certains travaux tels que 1’étude de Jinous et al. (2013) qui a
révélé la présence d’un effet antibactérien de 1’extrait méthanolique des pétales de C. sativus
contre S. aureus et B.cereus avec des zones d’inhibitions allant de 13 a 22 mm.

La méme étude a reporté des concentrations de la CMI de 125 mg/ml pour I’extrait des étamines
et de la CMB de 500 mg/ml pour I’extrait des pétales contre B. cereus (Jinous et al., 2013). En
2019, Najmeh et al. Ont trouvé que les CMIs de I’extrait des stigmates étaientde320 pg/mletde
160 pg/ml contre E.coli et S. aureus, respectivement dont la CMB était de 160 ug/ml contre

Enterococcus.
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D’aprés ces résultats obtenus dans notre étude, nous pouvons établir une corrélation entre les
teneurs polyphénoliques de nos extraits et les activités biologiques testées.

En effet, les teneurs élevées en phénols totaux et en flavonols dans I’extrait des stigmates et en
tanins condensés et hydrolysables et en anthocyanes dans 1’extrait des fleurs sont probablement
responsables des propriétés antioxydantes et antibactérienne contre les Gram+.

Il faut noter aussi que la richesse de C. sativus en beta-carotenes et en zéaxonthine au niveau
des stigmates et des fleurs, et en crocine qui agit en synergie avec d’autres composants comme
le safranal au niveau des stigmates, jouent un réle comme des antioxydants naturels Bolhassani
et al., 2014).
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Conclusion

Ce présent travail réalisé sur les deux parties du safran a révéle la richesse des stigmates parles
flavonols et les fleurs par les tanins hydrolysables et condenseés.

A propos de 1’étude de I’activité antioxydante in-vitro, il ressort que les deux extraits hydro-
méthanoliques ont un potentiel antioxydant. Les tests du -caroténe et la capacité antioxydante
totale suggérent que 1’extrait des fleurs est plus actif que celui des stigmates et cela est
probablement di a sa richesse en tanins hydrolysables et condensés et en anthocyanes.

Concernant I’effet antimicrobien testé sur les 9 souches, les extrait hydro-méthanoliques des
stigmates et des fleurs ont montré des effets inhibiteurs et bactéricides contre M. luteus, B.

cereus et B. subtilis a différentes concentrations.

L’alliance de la connaissance traditionnelle et de la recherche scientifique peut ouvrir de
nouvelles perspectives passionnantes sur le plan de la recherche des substances de source
naturelle biologiquement active. A la suite des ces résultats, il serait donc intéressant d’étendre
I’éventail de ce travail et de réaliser les points suivants:

Valoriser les fleurs qui sont considérés comme des déchets de la production du safran,
Trouver ses applications dans les industries agro-alimentaire, cosmétique et pharmaceutique.
Etudier la composition chimique des extraits actifs et identifier les principes actifs responsables
des activités biologiques pour mieux comprendre leur mode d'action.

Elargir le panel des activités antioxydantes in vivo et in vitro.

Etudier d’autres propriétés biologiques telles que les activités antimicrobienne contre d’autres
souches pathogenes et les virus (exemple : Covid-19), anti-inflammatoire, antidiabétique,

neurodégénérative et antitumorale.
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Résumé

Le safran « Crocus sativus » est une plante de la famille des iridacées. Ses vertus thérapeutiques sont connues depuis I'antiquité, il est utilisé
en médicine traditionnelle et dans les différentes préparations culinaires grace a sa richesse en molécules bioactives.
Notre travail consiste a valoriser cette plante plus particulierement les fleurs qui sont considérées comme des déchés de la production du safran.
La quantification des teneurs en phénols totaux, en flavonoides, en flavonols, en anthocyanes et en tanins hydrolysables et condensés et
I’évaluation des activités antioxydante et antimicrobienne des extraits hydro-méthanoliques des stigmates et des fleurs ont été déterminées.
L’étude du pouvoir antioxydant est évaluée par quatre méthodes : la capacité antioxydante totale (CAT),le piégeage du radical libre (DPPH),
la réduction du fer et I’inhibition du blanchiment du -caroténe.

Selon les résultats obtenus, 1’estimation quantitative de ces composés a montré que I’extrait des stigmates est riche en phénols totaux
et en flavonols, alors que 1’extrait des fleurs est riche en tanins hydrolysables et condensés et en anthocyanes.
Les deux extraits ont montré des propriétés antioxydantes différentes dont 1’extrait des fleurs détient la forte teneur de la capacité antioxydante
totale (69.792 + 3.860 mg EAA/g MS) et il est plus actif a inhiber le blanchiment du p-caroténe (ECs,=0.028+0.005 mg/ml). A propos du
pouvoir antimicrobien, les deux extraits contiennent des agents inhibiteurs et bactéricides contre les souches Gram + a savoir Micrococcus
luteus, Bacillus cereus et Bacillus subtilis.
Donc, les fleurs du safran constituent une source naturelle en métabolites secondaires qui détiennent les activités biologiques et qui restent
d’étre exploiter.

Mots clés :Crocus sativus, métabolite secondaire, activité antioxydante, activité antimicrobienne
Abstract

Saffron "Crocus sativus" is a plant of the Iridaceae family. Its therapeutic virtues have been known since antiquity, it is used in traditional
medicine and in various culinary preparations thanks to its richness in bioactive molecules.

Our work consists in enhancing this plant, more particularly the flowers which are considered to be deeds of saffron production. The
quantification of the contents of total phenols, flavonoids, flavonols, anthocyanins and hydrolyzable and condensed tannins and the evaluation
of the antioxidant and antimicrobial activities of the hydro-methanolic extracts of the stigmas and flowers were determined. The study of
antioxidant power is evaluated by four methods: total antioxidant capacity (CAT), free radical scavenging (DPPH), iron reduction and inhibition
of B-carotene bleaching.

According to the results obtained, the quantitative estimation of these compounds showed that the extract of the stigmas is rich in total
phenols and flavonols, while the extract of the flowers is rich in hydrolyzable and condensed tannins and in anthocyanins.
The two extracts showed different antioxidant properties of which the extract of the flowers holds the high content of the total antioxidant
capacity (69,792 + 3,860 mg EAA / g DM) and it is more active in inhibiting the bleaching of B-carotene (EC50 = 0.028 + 0.005 mg / ml).

Regarding the antimicrobial power, both extracts contain inhibitory and bactericidal agents against Gram + strains namely Micrococcusluteus,
Bacillus cereus and Bacillus subtilis.

Therefore, saffron flowers are a natural source of secondary metabolites which hold biological activities and which remain to be exploited.

Key words:Crocus sativus, secondary metabolite, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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