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Résumé

Résumé

Crocus sativus L est une plante largement utilisée pour la production de 1’épice de safran a
partir des stigmates, tandis que le reste des fleurs récolté est jeté.

Ce travail consiste aune valorisation des déchets floraux de safran (les pétales de safran) vu
son composition riche en substances bioactives et des différentes familles chimiques et a
évaluer leur activité antimicrobienne contre les microorganismes responsables des
intoxications et toxi-infections alimentaire.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits de pétale de safran Crocus sativus L
vis-a-vis des souches de références (bactéries pathogenes a Gram positif et & Gram négatif et
une levure) par la méthode de diffusion sur disques qui a été utilisé pour la détermination des
diamétres d’inhibitions, la méthode de détermination des concentrations inhibitrices (CMI et
CMB) et la bioautographie. lls ont montré une inhibition des germes sauf S. aureus, et cela
indique qu’il existe un effet bactéricide et bactériostatique et fongistatique des extraits contre
les souches testées.

En générale, les pétales de safran montrent une bonne activité antimicrobienne et nous
pouvons les considérer comme un antibiotique naturel qui aura une application commerciale
et économique dans les domaines pharmaceutiques et biomédicaux

Mots clés : Crocus sativus, Extraits de pétales de safran, Infections alimentaires, Micro-
organismes, Activité antimicrobienne.




Abstract

Abstract

Crocus sativus L is a plant widely used for the production of saffron spice from the stigmas,
while the rest of the harvested flowers are discarded.

This work consists of a valuation of saffron floral waste (saffron petals) given its composition
rich in bioactive substances and different chemical families and to evaluate their antimicrobial
activity against the microorganisms responsible for food poisoning and toxic infection.

The evaluation of the antimicrobial activity of Crocus sativus L saffron petal extracts against
reference strains (gram-positive and gram-negative pathogenic bacteria and a yeast) by the
disk diffusion method which was used for the determination of inhibition diameter, the
determination method inhibitory concentrations (CMI and CMB) and bioautography. They
showed inhibition of germs except S. aureus, and this indicates that there is a bactericidal and
bacteriostatic and fungistatic effect of the extracts against the strainstested.

In general, saffron petals show good antimicrobial activity and we can consider them as a
natural antibiotic against food poisoning, which will have commercial and economic
application in the pharmaceutical and biomedical fields.

Keywords: Crocus sativus, saffron petals extracts, food infection, microorganisms and
antimicrobial activity.
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Généralités

Depuis I’antiquité, les plantes sont réputées pour leurs usages diversifie dans le
secteur alimentaire, médicinale, phytothérapie ou autres. Parmi ces plantes on s’intéresse au

Crocus. sativus L, autrement dit le safran.

Le mot safran vient du latin safranum, également Agafrdo portugais, zafferano italien
et azafran espagnol (Harper, 2001). Safranum lui-méme vient du mot arabe asfar (Ji=l) qui
signifie "jaune », a travers un synonyme du mot za‘faran(c'uie ), le nom de I'épice Arabe
(Katzer, 2001). Selon d'autres sources, en fonction de la présence de la culture Safran sur le
plateau Iranien, le safran viendra de Zarparanen Perse (o)), zar (L)) signifiant « or »
et par (_») signifiant « plume », ou «stigmate »), vu dire une plume d’or (Asbaghi et al.,
1988).

Crocus. sativus L une espéce parmi 85 espéces de genre Crocus, est une plante cormous
qui appartient a la famille des Iridacées (Dupont et al., 2007). Elle est largement utilisée
pour la production de safran a partir des stigmates, C'est la partie précieuse de la fleur. Le
safran représente 1’épice le plus cher au monde, pour une variété de raison. D’une part, il
nécessite 150 000 fleurs de crocus pour l'obtention de Seulement 1 kg de safran sec
(Palomares, 2015). D’autre part, il ne s’agit pas d’une plante sauvage car les fleurs de
safran ne produisent pas des graines viables alors la plante dépend les mains d’homme pour
sa reproductibilité (Lilia et al., 2017), donc, c’est la cherté de main d’ceuvre qui influence
son prix, sans mentionner ses vertus culinaires, pharmaceutiques et médicinales. Le safran a
traversé différentes cultures, civilisations et continents, aujourd’hui, L'Iran, 'Espagne, le

Maroc, I'Inde, la Gréce et I'ltalie sont les principaux producteurs.

Les Fleurs de safran sont violettes, hermaphrodites, réguliéres, constituées de 6
tépales (3pétales et 3 sépales), 3 étamines jaunes et un pistil, divisées en 3 longs stigmates
rouge vif, veloutés, de 3 a 4 cm de longueur (Winterhalter et al., 2000) la figure ci-dessous

explique la morphologie de la fleure.
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Figure 2: Morphologie du C. sativus L

Les analyses chimiques faites sur C. sativus L ont révélé la présence des métabolites
primaires diversifiés (protéines, sucres, fibres, graisses et minéraux) comme indique dans le

tableau 01, et une variété des métabolites secondaires biologiquement actifs, qui sont :

e Les caroténoides (crocine et crocetine), responsables de la couleur d’épice.

e Les flavonoides et leurs dérives sont de loin le deuxiéme type le plus abondant de
composants bioactifs présents dans les stigmates de C. sativus L. Les principaux
flavonoides sont le kaempférol, I'astragale, la vitexine...etc.

e la picrocrocine, responsable de gout amer du safran.

e le safranal (huile essentiel), responsable d’arome et odeur caractéristique du safran.

(Palomares, 2015 ; Abu-lzneid et al., 2020).

Diverses etudes thérapeutiques ont été décrites : le safran avec ses constituants bioactifs
ont montré plusieurs propriétés bénefiques, notamment, antioxydants ; anti cancérogeéne ;

antidépresseur ; antitussive ; antidiabétique ; anti Alzheimer et anti inflammatoires. Ses




Généralités

métabolites secondaires existent aussi dans d’autres parties de la fleur mais avec des

proportions variées.

Traditionnellement, seuls les stigmates sont collectés, séchés et utilisés comme épices,
tandis que le reste des fleurs est jeté (Environ 90% du plante récolté est jeté). Cependant, la
composition phytochimique de ces parties de la fleure récemment suscité l'intérét de la
communauté scientifique a cause de sa composition riche en substances bioactives et en
raison d’une valorisation de déchets floraux de safran (Fahim et al., 2012; Caser, 2020 ;

Belyagoubi-Benhammou et al., 2023 )

Les pétales de safran ont révélé leur potentiel en tant que riche source de différentes
familles chimiques. La teneur de safran en nutriments et éléments minéraux sont cité dans le

tableau suivant :

Tableau 1 : Apport en nutriment et minéraux de pétale et stigmates de safran (Fahim et al,
2012). Les stigmates (Palomares, 2015)

Composé Quantité

Pétales sec Stigmates séchés
Protéines 10.20 % 12%
Matiéres grasses 53% 5%
Cendres 7% -
Fibres 8.80 % 5%
Sodium 25.75 mg/100 g
Potassium 542,13 mg/100g
Calcium 486,25 mg/100 g
Cuivre 0,87 mg/100 g

5% Minéraux totaux

Fer 17.99 mg/100g
Magnésium 2,93 mg/100g
Zinc 1.80 mg/100g
le phosphore 209,90 mg/100 g

(-) : absence d’information

——

'
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Ils sont également composé de : caroténoides (crocine et crocéetine) anthocyanines (la
cause de couleur de pétales) et composés phénoliques. On ne peut pas ignorer la présence la
plus intense des flavonoides dans les pétales que le reste de la fleur de safran (Belyagoubi-
Benhammouet al., 2023). Le principale flavonole de pétale est le kaempferol 3-O-
sophoroside avec un pourcentage de 12.6% (Hosseini et al., 2018).La diversité des

composeés bioactif montre une variété de propriété et activité biologique de ces pétales.

Certaines agents infectieux qui se trouvent dans les aliments et les boissons
provoquent des infections alimentaires en produire des toxines protéiques ou glucido-
lipidoprotéiques (Birembaux, 2017). Les toxi-infections alimentaires sont causées par les
microorganismes pathogeénes (bactéries, champignons, virus,...) qui se multiplient et
libérent des toxines responsables des troubles (Prescott et al., 2010) au temps que les
intoxications sont causées par des toxines présent dans 1’aliment par deux mécanismes :
Endogene (toxicose produit dans 1’organisme) ou Exogene (toxicose produit en dehors de
I’organisme) (Maiga Fatoumata, 2019). Cependant, 1’utilisation d'agents antimicrobiens ou
de conservateurs est efficace pour éliminer la présence ou inhiber la croissance
microbienne. Des recherches ont montré que certains produits naturels tels que les huiles
essentielles, les herbes et les épices ont des propriétés antimicrobiennes ou antifongiques et
peuvent donc étre utilisés comme agents antimicrobiens, la question posé est; est ce que des

extraits de pétales de safran peuvent aussi prévenir leurs croissance ?

Notre travail porte sur I’étude de 1’évaluation de D’activité antimicrobienne des
différents extraits de pétale de C. sativus L contre les microorganismes responsables des

intoxications et toxi-infections alimentaires.




Mateéeriel Et Méthode



Chapitre 01 : Matériel Et Méthodes

1. Introduction

Dans le cadre d’étudié ’activité antimicrobienne des extraits de pétales de C. sativus L
contre les microorganismes contaminant les denrées alimentaire, le laboratoire pédagogique
de microbiologie ; département de biologie de faculté de science de la nature et de la vie et
sciences de la terre et de ’univers, Université Abou Baker Belkaid-Tlemcen, nous a accueillis
pour I’élaboration de ce théme de fin d’étude. Ces manipulations microbiologiques font
intervenir des microorganismes pathogéenes, Donc il est indispensable de se protéger contre

les contaminations tout en respectant les conditions d’asepsie et les consignes de sécurité.
2. Les extraits de pétales de safran

Pour effectuer cette étude on a utilisé les extraits suivants avec une concentration de

100mg/ml (1mg/10pL): Les extractions ont été réalisées par la doctorante MELIANI Nouria.
2.1. Extrait agqueux

Cet extrait est obtenu par une macération de matiére végétale brute (pétale de C.sativus L)
dans I’eau distillé pendant 48h a 4°C. Aprés la macération deux étapes sont effectué ; la
filtration et I’évaporation dans le rotavapor a45°C. L’extrait est récupéré dans de 1’eau distillé

a une concentration bien déterminé. Voici une figure (figure 2) d’extrait aqueux.

Figure 3 : Extrait aqueux

——
(o)}
| —
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2.2. Extrait des flavonoides par acétate d’éthyle
L’obtention de I’extrait acétate d’éthyle est comme sulit :

10g de la matiere végetale est macéré dans un solvant eau, méthanol (70/30 (v/v)) pendant
48h a 4°C. Cette étape est suivie par une filtration et évaporation pour obtenir un extrait sec.
En suite, I’hydrolyse acide d’extrait sec dans le ballon par 1’ajoute de100ml de HCI & 2N en
reflux pendant 1h a 45°C. Finalement, un lavage a 1’acétate d’éthyle est effectué pour obtenir

I’extrait. La figure 3 représente un extrait d’acétate d’éthyle (Li et al., 2020).

Figure 3 : Extrait d’acétate d’éthyle

2.3. Fraction méthanolique

Est obtenu suite & un fractionnement dans des solvants & polarité croissante :
dichlorométhane ; acétate d’éthyle ; acétone ; butanol ; méthanol, c’est une macération dans

100mL de méthanol. Aprés une filtration et évaporation, 1’extrait est récupéré dans de 1’eau
distillé.

2.4. Fraction agqueuse

C’est la derniére fraction dans I’eau distillé apres le fractionnement dans les solvants
cité précédemment, la macération dans 100mL d’eau distillé. Apres les étapes de filtration et

évaporation, 1’extrait est récupéré dans 1’eau distillé.
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3. Souches testées

Dans le but de tester ’effet antimicrobien in vitro des extraits de pétale, on a utilisé des

souches de références qui sont mentionnees dans le tableau suivant :

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

Microorganismes Gram Code Laboratoire de conservation
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 LVR

Escherichia coli Négatif ATCC 25922 LVR

Klebsiellapneumoniae ATCC700603 LAMAABE

Staphylococcus aureus ATCC 25923 LVR

Bacillus subtilis Positif ATCC 6633 LAMAABE
Enterococcusfaecalis ATCC 29212 LVR

Candida albicans Levure ATCC 10231 LAPSAB

LVR : Laboratoire vétérinaire régional de Tlemcen; LAMAABE : Laboratoire de
Microbiologie Appliquée a 1’Agroalimentaire au Biomédical et a I’Environnement ;
LAPSAB : Laboratoire Antibiotiques Antifongiques : Physico-chimie Synthese et Activité
Biologique ; ATCC : American Type Culture Collection.

4. Milieux de culture

Les milieux de culture sont indispensables a la multiplication bactérienne ce qui permet
a I’étude de I’activité antimicrobienne. Les milieux utilisés durant cette étude, sont indiqué

dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 3 : Les milieux de culture utilisé dans cette étude

Milieu de culture | pH Utilisation

Gélose nutritive | 6.0 pour la conservation des
souches

Bouillon Mueller | 7.4 pour le repiquage des bactéries

Hinton

Gélose Mueller- | 7.4 Pour [D’évaluation d’activité

Hinton antimicrobienne des bactéries

Bouillon 5.6 Pour le repiquage de levure

Sabouraud

Gélose 5.6 Pour [D’évaluation d’activité

Sabouraud antimicrobienne de levure

5. Antibiotiques et antifongiques utilisée

Les antibiotiques utilisés sont illustrée dans les figures ci-dessus :

Figure 4:Ampicilline (AMP) 10ug(Biocare)
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Figure 5: Nystatine 100 ug (Sigma-Aldrich)

Pour ’AMP et Nystatine On a utilisé des disques de 6 mm de diametre imbibés
d’antibiotique a des charges bien définies selon CLSI(2015).

Figure 6: Amoxycilline (AMX) 25ug (bio Rad)
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Figure 7: Colistine (COL) 10ug (bio Rad)

6. Etapes préliminaires a I'étude
6.1. Préparation de I’inoculum

L’inoculum est un échantillonnage de microorganismes ensemencé dans un milieu de

culture biologique par inoculation.

= Dans les bouillons (BMH pour les bactéries et BS pour les levures), on a réalisé une pré-

culture des souches pour garantir la croissance.

= Apres incubation de 18/24h a 37°c pour les bactéries et 48h a 30°c pour les levures, la
turbidité est ensuite ajustée au standard Mc Farland 0.5 avec un colorimétre, on ajoutant, soit
de la culture s’il est trop faible, ou bien le milieu (BMH ou BS) stérile pour le diluer s’il est
trop charger. Les normes correspond & 108 UFC/mL pour les bactéries (D.O = 0.08 4 0.1 / &
625 nm) et 10° UFC /mL pour les levures (D.O = 0.08 4 0.1 / 4625 nm).

= On doit faire I’ensemencement dans les 15 minutes qui suivent la préparation de 1’inoculum.

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

Les boites Pétri sont coulées a une épaisseur de 4 mm.Ensuit, ils sont introduites dans 1’étuve a

37°C pendant 30 min avant I’ensemencement afin d’éliminer I’humidité.

11
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= dans le tube de la suspension bactérienne, on trompe un écouvillon stérile puis on doit
I’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum.

» Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en stries
serrées. et on Répete 1’opération 2 fois, en tournant la boite 60° a chaque fois sans oublier

de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.
» Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

on doit recharger I’écouvillon a chaque fois quand on ensemence une boite de Pétri. (Rahal et
al., 2008).

7. Méthodes d’analyses

7.1. Méthode de diffusion sur disque

7.1.1. Mode opératoire

Cette méthode consiste en une diffusion sur milieu solide (la gélose Mueller Hinton
pour les bactéries et Sabouraud pour les levures) qui a été ensemencé avec les différentes
souches bactériennes, un support (disque de papier filtre de 6 mm de diamétre sont stérilisés a
I’autoclave) contenant 10uL de I’extrait (a différentes charges :0,25mg ;0,5mg ;1mg) et des
antibiotiques (des disques d’ampicilline (10ug) et de colistine (10ug) et amoxycilline (25ug)
ont été utilisés comme des contrdles positifs pour les bactéries et des disques de la
nystatine(100 pg) pour les Candida) a tester sera déposé par-dessus (Benmahieddine et al.,
2021). Apres, les boites sont placées a 4°C pendant environ 2 h pour permettre une pré-
diffusion des molécules bioactives contenant dans les extraits et ralentir la croissance

microbienne (Kitouni, 2007).
Deux répétitions sont effectuées pour chaque charge.

7.1.2. L’incubation
L’incubation des boites est faite a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 30°C
pendant 48 h pour les Candida. (NCCLS, 1997; CLSI, 2015).

7.1.3. Lecture

12
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La lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre, en mm, de la zone d’inhibition
dans les deux directions perpendiculaires autour des disques avec une regle graduée sur le

fond de la boite sans enlever le couvercle.
7.2. Méthode de Détermination des concentrations inhibitrices (CMI et CMB)

7.2.1. Définition de CMI et CMB

CMI : concentration minimale inhibitrice

On cherche la plus petite concentration de 1’extrait qui inhibe toute culture visible de la

souche. Cette valeur caractérise 1’effet bactériostatique de notre extrait.
CMB : concentration minimale bactéricide.

On cherche la plus petite concentration de I’extrait qui ne laisse pas les
microorganismes survivants de l'inoculum aprés incubation a 37 °C pendant 18 a 24 h

(Abedini, 2013). Cette valeur caractérise 1’effet bactéricide de notre extrait.

Ces paramétres d’inhibitions de la croissance microbienne par les extraits sont
déterminés par dilution en milieu liquide (micro-dilution en bouillon) selon le Comité
National des Normes du Laboratoire Clinique (NCCLS, 2001).

7.2.2. Mode opératoire
Tous les tests ont éte effectués dans B.M.H pour les bactéries et B.S pour les levures. Et
les dilutions en série sont préparées dans une microplaque a fond en U (plague a micro-

titration) de 96 puits.
= Nous mettons 100 pL de bouillon B.M.H (ou B.S) dans les puits.

Ensuite, nous déposons 100 uL des extraits (la gamme de concentration (50.000pg/mL a

1,5258ug/mL) dans le puits 2, ensuite le puits 3 et puis effectuons les dilutions successives

(100 pL de puits 3 dans puits 4 et ainsi de suite).

= De plus, on met 100 pL de la suspension microbienne dans les puits 1 puis 3 a 18 pour
obtenir un volume final de 200 pL avec une concentration finale de microorganismes de
~5 x 10° UFC/mL. La figure 8 explique la méthodes des dillustion en série et le tableau
ci-dessous expliques les concentrations des extraits séllectionés a effectué cette étude

dans les microplaques.

(Lopez et al., 2018; Benmahieddineet al., 2021)
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Tableau 4 : Concentrations et masses des extraits des pétales de Safran dans les puits
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Numéro 1 2 3 4 5 6 7 18
Concentration
dans le puits| TC |TCE | 50000 | 25000 |12500 |6250 | 3125 15258
(Mg/mL)

TC : Témoin de culture microbienne.

TCE : Témoin de la couleur de 1’extrait étudié.

Controle de g’ontrél.e
développement B* ngrtirlzlt Dilutions successifs d’extrait
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Figure 8: Dessin explicite de la méthode des dilutions sur plaque

Il faut impérativement désinfecter la micropipette a 1’alcool pour éviter les problémes
de contaminations et il est important d’homogénéiser le tube contenant la souche en le passant

au vortex avant de I’ajouter dans les puits (Abedini, 2013). Voir figure 9
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Figure 9 : Manipulation des dilutions sur plaque

7.2.3. Incubation
Les microplaques des bactéries et des C. albicans ont été incubées respectivement pendant
24 h a 37°C et pendant 48 a 30°C.

7.2.4. Lecture

La lecture est faite visuellement, Ou I’on observe des troubles dans les puits.

7.2.5. Détermination de CMB :

Pour déterminer la CMB, on préleve 10uL 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) comme indiqué dans la figure 10 et on incube les boites a 37°C + 1 pendant
24 h (Benmahieddine et al., 2021).

10uL de puits ; )
de CMI \

10uL des concentrations

supérieures de CMI

Figure 10: Confirmation des CMB
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7.2.6. Lecture des boites
Apreés incubation, on peut déterminer grace a cette culture la CMB.

7.3. La bioautographie

7.3.1. Définition
Les extraits végétaux sont composés d’un mélange de molécules de propriétés différentes.
Cette technique de la bioautographie rend possible de séparer les composés d’extrait et tester

I’activité biologique des molécules.

3

Figure 11: Dépot d’échantillon sur plaque de couche mince

7.3.2. Mode opératoire

Separation des molécules d’extrait : La séparation des molécules d’extraits ce fait par une

chromatographie sur couche mince.

» Préparation d’éluant : c’est un mélange de solvant (100mL d’acétate d'éthyle, 11mL
d’acide acétique, 27mL d’eau distillé et 11mL d’acide formique) (Medic-Saric et al.,

2007) favorise la migration des flavonoides tout au longue de la plaqgue CCM.

= Préparation des plaques CCM: Les différents composés d’extrait sont séparés par la
méthode de chromatographie sur couche mince. Sur la plaque contient un gel de silice

I’extrait est déposer sur la ligne de dépdt a 1’aide d’un capillaire comme dans la figure 11.
= On dépose les plaques dans une cuve contient 1’¢luant.

= Les différentes molécules d’extrait sont séparer et montent par capillarité jusqu’au linge

d’arrivé, ou on peut retirer la plaque de la cuve.
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= Larévélation se fait par UV a 365nm, et on calcule le Rapport frontale Ry.

L analyse d’activité biologique (antimicrobienne)

= Les plaques de migration sont déposées sur des boites pétries déja ensemencé par les

souches microbiennes,

= Aprés une diffusion des molécules bioactifs de plaque dans les géloses (& 4°C durant
environ 4h), on retire les plaques des boites comme montrer dans la figure 12, puis
on incube a I’étuve pendant 24 h a 37°C pour les bactéries et 48 a 30°C pour la levure

(Messaoudi, 2013)

= La lecture visuelle nous a permet de vérifi¢ ’inhibition ou la croissance microbienne

par mesure de la zone d’inhibition.

Figure 12: Bioautographie sur les boitede Pétri.

——
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1. Introduction

Ces dernieres années, la lutte contre l'utilisation des produits chimiques et artificielle a
augmenté méme si il s’agit d’un antibiotique, c’est la raison pour quoi on trouve beaucoup
d’études s’intéressent aux pouvoir antimicrobien des substances naturelle. L’activité
antimicrobienne d’un composé correspond a sa capacité d’inhiber ou détruire complétement
les microorganismes, alors est ce que les extraits de pétales de safran y ont ces capacités ? Et
est ce qu’ils ont une activité contre 1’intoxication alimentaire ? Les résultats de cette études

nous a permet de répandre a ces questions.
2. Résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque

Les diameétres des zones d’inhibition sont donnés en mm.

2.1.1. Résultats d’antibiotique (contrdle positif)
Le contrdle positif est utilisé pour confirmer 1’exactitude de 1’expérience et des
résultats. Dans notre cas c’est pour évaluer la résistance ou la sensibilité¢ des microorganismes

aux antibiotiques. Les résultats d’inhibition sont donnés dans le tableau et I’histogramme

suivant:
Tableau 5 : Zones d’inhibition moyenne des contrdles positifs (mm)
antibiotique ) ) . ) ) )
| E. faecalis | E.coli |B.subtilis| S. aureus | P. aeruginosa | K .pneumoniae | C. albicans
Horg
30,7£1,2 2242 33+1,7 22417
Amp 000 (R) 000 (R)
(S) (S) (S) (S)
26+2 21+1 23+1,7 | 17,7£1,2 00+0 00+0
Amx
(S) (S) (S) ) (R) (R)
Col 00+0 13,3+0,6 | 10,7£1,2 000 14+1 14,3+2,3
Nys - - - - - - 36,3+2,3 (S)
(-) : teste non réaliser ; S : Sensible ; | : Intermédiaire ; R : Résistant.

Amp : (résistante) 14< (intermédiaire) <19 (sensible)
Amx : (résistante) 14 < (intermédiaire) < 21 (sensible)

(Joffin et al., 2006).
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Zones d’inhibition < 10, C. albicans Résistante ou intermédiaire ; zones d’inhibition > 10,

C. albicans sensible (Bonouman-Ira, 2011).

» L'ampicilline 10pg et I’amoxycilline 25ug n'ont eux aucun effet antibactérien a la fois

sur P. aeruginosa et K .pneumoniae car ils sont résistants aux ces antibiotiques. Les
autres souches concernées de cette étude révelent des diamétres d’inhibition variée ou la
sensibilité de B. subtilis est la plus élevé avec Amp 33 mm. E. faecalis et E.coli ont des
diameétres des zones de 30,7 mm et 22 mm au Amp et 26 mm et 21 mm au Amx
respectivement au temps que le comité d’antibiogramme francaise(CASFM, 2022)
montrent que E. faecalis a des diameétres d’inhibition au Amp 10ug entre 15 mm et
21mm, ce qui montrent que notre souche est plus sensible au Amp, et diameétres
d’inhibitions de E. coli aux Amp et Amx 20pg sont entre 15 mm et 22 mm et entre
18 mm et 24mm. ce qui montre la sensibilité d’ E. coli.

S. aureus et E. faecalis eux une résistance au la colistine 10ug, au temps que les autres
bactéries testé montrent une sensibilité varié de 10,7 mm a 14,3mm.

C. albicans est sensible a la nystatine est montrent

un diametre moyen de zone

d’inhibition égale a 36,3 mm contre la nystatine.

2.1.2. Extrait aqueux

L’activité antimicrobienne d’extrait aqueux a ¢€té identifi¢é dans une gamme de charge :

(0,25mg ; 0,5mg;1mg)

Les diamétres moyens et écart type d’une diffusion sur disques de deux répétitions des

trois différentes charges d’extrait aqueux sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 6: Zones d’inhibition moyennes des trois charges d’extrait aqueux

Charge /porg E. E coli B. S. P. K C.
.coli
faecalis subtilis | aureus |aeruginosa |.pneumoniae |albicans
1mg 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
0,5mg 0+0 6,5¢0 [0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
0,25mg 0+0 6,5¢0 |00 0+0 6,510 0+0 0+0
( ]
L > )
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Ces charges d’extrait aqueux ne montrent aucune zone d’inhibition pour tous les germes
sauf E. coli 6,5 mm a la charge de 0,5 et 0,25 mg. P. aeruginosa aussi a une zone d’inhibition
de 6,5 mm avec la charge de 0,25mg. Les zones d’inhibition d’extrait aqueux sont trés faible

peut considérer négligeables.

2.1.3. Extrait des flavonoides par acétate d’éthyle
Le tableau 7 représente les moyens et écart type obtenus par une diffusion sur disques

d’extrait des flavonoides par acétate d’éthyle.

Tableau 7 : Zones d’inhibition moyennes d’extrait des flavonoides par acétate d’éthyle

Charge /porg E. E coli B. S. P. K C.
faecalis subtilis | aureus |aeruginosa |.pneumoniae |albicans
10pL 7£0 6,50 810 0+0 7,5%0,7 7+0 0+0
Ethanol 1/10 |00+0 00+0 00+0 00+0 00+0 00+0 0040

» On a utilisé 1’éthanol comme un controle négatif, les diamétres des zones d’inhibition nuls
prouvent que nos résultats n’aient pas été affectés par I’activité d’éthanol mais par 1’extrait
d’acétate d’éthyle.

» Pour la charge de 1mg, le diamétre de zone d’inhibition de B. subtilis est plus élevés que
P. aeruginosa ; K .pneumoniae ; E. faecalis et E. coli avec les diameétres suivant : 8mm ;
7,5mm ; 7mm; 7mm et 6,5mm respectivement. S. aureus et C. albicans montrent une

résistance a cette concentration d’extrait.

Méme les souches résistants aux antibiotiques (P. aeruginosa ; K .pneumoniae et E. faecalis)

montrent une sensibilité a I’extrait d’acétate d’éthyle des pétales.

2.1.4. Fraction méthanolique et fraction aqueuse
Les résultats de pouvoir antimicrobien des deux fractions méthanolique et aqueuse sont

présenté dans I’histogramme de la figure 13 :
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Figure 13: Zones d’inhibition moyenne de la fraction méthanolique et aqueuse.

> Tous les microorganismes sélectionnés pour effectuer ce travail montrent une résistance
a ces extraits sauf E. faecalis et B. subtilis qui sont des bactéries a gram positif, ont
montrés une sensibilité a la fraction méthanolique, Les diamétres d’inhibition sont les
suivants E. faecalis : 8,75mm ; B. subtilis : 8mm.

» La fraction méthanolique nouvelle ne montre aucune réaction avec les germes concernés
sauf avec P. aeruginosa ou elle a montrée une zone d’inhibition de diamétre de 7mm.

» La fraction aqueuse nouvelle est considérer comme le seul extrait inhibe la croissance de
C. albicans (activité antifongique). Les bactéries qui montrent une sensibilité a I’extrait
sont B. subtilis et E. coli avec des diamétres des zones d’inhibition moyennes de 11,5mm

et 7,5mm respectivement.

Voici une figure 14 : résultats d’un test de diffusion sur disques de deux bactéries

B. subtilis et E. coli (A et B respectivement).

22

——
| —



Chapitre 02: Résultats et Discussion

Figure 14 : Résultats de méthode de diffusion sur disques (A : B. subtilis ; B : E. coli)

Il faut savoir que tous les extraits étudiés ont été actifs contre au minimum 2

microorganismes et au maximum 5 microorganismes.

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque ont confirmé I’existence
d’une activité antimicrobienne contre les bactéries responsables d’intoxication alimentaire

dans la majorité des extraits du pétale de C. sativus L.

L’extrait d’acétate d’éthyle et fraction aqueuse sont ceux qui ont montré ’activité

antimicrobienne la plus élevé.

Les essais pratiques ont démontré que S. aureus a été résistantes a I’effet des quatre

extraits.

D’aprés 1’étude d’Asgarpanah et al. (2013), la fraction aqueuse (1000mg/mL) avait des
effets inhibitrice contre E. coli et la méme fraction avec deux concentrations (1000 et

500mg/mL) avait es zones d’inhibition contre S. aureus.
3. Résultats de la CMI et CMB/CMF

Pour chaque couple germe/extrait on détermine les parametres de CMI et CMB/CMF.
La méthode de dilution en série a été effectuée sur les extraits et microorganismes qui
montrent une réaction inhibitrice entre eux. Les résultats de CMI et CMB/CMF sont donnée

dans le tableau suivant, les concentrations sont données par pg/mL.
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Tableau 8 : Résultat de CMI et CMB (ug/mL)

porg/extrait | Extrait aqueux Extrait d’acétate | Fraction Fraction
d’éthyle aqueuse méthanolique
CMI CMB/ CMI CMB/ | CMI CmMB/ | CMI | CMB/

CMF CMF CMF CMF

E. faecalis 6250 25000

E. coli 25000 | 50000 12500 50000 | 6250 | >50000

B. subtilis 3125 50000 | 25000 | >50000

P.aeruginosa | 25000 | >50000 | 6250 50000 12500 | >50000

K.pneumoniae 3125 50000

C. albicans 781,25 | >50000

Il faut savoir que tous les extraits utilisé¢ dans cette méthode sont issus d’une nouvelle
extraction. D’aprés les résultats de tableau 09 les concentrations minimales inhibitrices

étaient comprises entre 781,25ug et 25000g.

Le meilleur résultat de CMI pour I’extrait d’acétate d’éthyle était de 3125ug/mL obtenu
avec B. subtilis et K.pneumoniae, les concentrations 6250pg/mL ; 6250pg/mL ; 12500ug/mL
sont obtenu contre E. faecalis; P. aeruginosa; E. coli respectivement. L’extrait aqueux
inhibe la croissance d’ E. coli et P.aeruginosa avec une concentration active de 25000pug/mL.
La concentration 12500ug/mL de fraction méthanolique inhibe la croissance de
P. aeruginosa. Le plus intéressant résultat de CMI pour la fraction aqueuse été celle de levure
C. albicans (781,25ug/mL), les concertations 6250ug/mL et 25000ug/mL sont obtenu avec

E. coli et B. subtilis respectivement.

Voici des figures de résultat de CMI de P. aeruginosa (A) ; B. subtilis et K .pneumoniae (B).

24

——
| —



Chapitre 02: Résultats et Discussion

Figure 15 : Des microplaques aprés incubation (A : P. aeruginosa, B : B. subtilis et
E. faecalis)

Les résultats de CMB/CMF ont été nettement plus élevés que les valeurs de CMI
correspondantes. Les valeurs de la concentration minimale bactéricides et fongicides sont
variées de 25000ug/mL a > 50000ug/mL. La CMB intéressante est 25000ug/mL obtenus par
le couple (E. faecalis /extrait d’acétate d’éthyle). La CMB d’extrait d’acétate d’éthyle des
espéces E. coli; B. subtilis; K .pneumoniae et P. aeruginosa étaient de 50000pg/mL. La
CMB d’extrait aqueux de E. coli et P. aeruginosa est respectivement 50000ug/mL et
>50000ug/mL. La fraction aqueuse a un CMB >50000ug/mL pour E. faecalis et B. subtilis et
CMF >50000pg/mL. Et CMB> 5 0000ug/mL pour P. aeruginosa dans la fraction
méthanolique. La figure 16 représente quelques résultats de CMB.
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Figure 16 : Résultat de CMB

Les substances antimicrobiennes sont considérées comme des agents bactéricides
lorsque le rapport CMB/CMI est inférieur ou égal a 4. On parlera d’agents bactériostatiques
quand le rapport CMB/CMI est supérieur a 4. (Carbomelle et al, 1987)

Les résultats illustrés dans le tableau 9 montrent que l’extrait aqueux a un effet
bactéricide avec E. coli, I’extrait d’acétate d’éthyle montre aussi un effet bactéricide avec
E. faecalis ; E. coli. Les restes d’extrait avec les différentes bactéries correspondent a un effet

bactériostatique.

Tableau 9 : Les rapports CMB/CMI des différentes extrait et microorganismes.

Extrait/ porg Extrait Extrait d’acétate | Fractionn Fraction
aqueux d’éthyle aqueuse méthanolique

E. faecalis 4

E. coli 2 4 >8

B. subtilis 16 >2

P. aeruginosa >2 8 >4

K. pneumoniae 16

C. albicans >64

Des extraits de pétales de C. sativus L ont un effet bactéricide contre quelques

microorganismes provoquant la prolifération des denrées alimentaires. Des concentrations de
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CMI peuvent encore ralentir la croissance d’autre souches ¢tudi¢ vu dire un effet

bactériostatique peut encore étre présent.

D’aprés 1’étude d’Asgarpanah et al. (2013), la CMI de couple E. coli /fraction aqueuse
été 125mg/mL et une CMB de 250mg/mL.

4. Résultats de la bioautographie

Les résultats de CMI et CMB obtenus précédemment nous ont confirmé que I’extrait
d’acétate d’éthyle est I’extrait le plus active, c’est ce que nous a amené a approfondir pour

révélés Iactivité des molécules d’extrait par une bioautographie.

Aprés migration on peut constater 4 composants d’extrait .\oici une figure (la figure
17) qui représente la migration des molécules contenant dans 1’extrait d’acétates d’éthyle et le

rapport frontal de chaque composant.

Linge d’arrivé

da Rf:d/ D

ds

d>

d;

Rn=1/3,3 ; Rn=0,30
R#.=1,5/3,3 ; R»=0,45
R3=2/3,3; Ri3=0,60

Rw=2,7/3,3 ; Rs=0,81

‘ .
y | | D

Linge de départ

Figure 17 : Composants d’extrait apres migration

Aprés incubation la croissance bactérienne est négative dans toute la partie ou on a

déposer la plague CCM. Pour C. albicans on a constaté une petite zone d’inhibition paralléele

au composeé qui a le Ry,=0,45 voici une figure illustrative.
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Chapitre 02: Résultats et Discussion

Figure 18 : Résultat de bioautographie de C. albicans
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Conclusion et Perspectives



Conclusion et Perspective

L’objectif de notre étude est non seulement d’évaluer I’activité antimicrobienne des
pétales de C. sativus contre les bactéries responsable des intoxications alimentaire mais aussi
pour maitre en évidence l’intérét des déchets floraux de safran pour un raison d’une

valorisation.

Pour confirmer le pouvoir antimicrobien des extraits de pétales de safran, plusieurs
méthodes ont été abordés (méthode de diffusion sur disque, détermination des parametres de
CMI et CMB/CMF et la bioautographie).enfin, Les résultats obtenus au cours de cette étude
de pouvoir antimicrobien des extraits de pétale ont révélé la présence d’une inhibition des
germes utilisé sauf S. aureus, et montrent des effets bactéricides et bactériostatiques. Ce qui
contribu¢ a confirmer I’existence d’une activité contre les microorganismes sélectionnées a

effectuer cette expérience, donc, une activité contre les infections agroalimentaires.

Ces résultats souligne I’importance de 1’analyse des composés constituants des extraits
pour connaitre est ce qu’un fractionnement ou bien une association des molécules peuvent
contribuer a un effet antimicrobien. Donc, il faut réussir la méthode de bioautographie pour
isoler les fractions des flavonoides les plus actives. 1l nous semble plus intéressant de tester

les extraits in vivo.

En conclusion, les pétales de safran montrent une bonne résistance contre Il'invasion
microbienne et jouent un role d’antibiotique naturel contre les infections alimentaire, donc, la
formulation d’une préparation pharmaceutique naturelle donne une valeur ajouter aux pétales

rejeté.
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Annexe

Résultats obtenus par la méthode des disques

1. Extrait aqueux

charge E.faecalis | E.coli | B.Subtilis | S.aureus P.aeruginosa | K.pneumoniae | C.albicans
/uorg
1mg/ 00 00 00 00 00 00 00
10ul 00 00 00 00 00 00 00
0,5mg/ 00 6,5 00 00 00 00 00
10ul
00 6,5 00 00 00 00 00
0,25mg/ 00 6,5 00 00 6,5 00 00
10ul
00 6,5 00 00 6,5 00 00

2. Extrait des flavonoides par acétate d’éthyle :

charge E.faecalis | E. coli | B.Subtilis | S.aureus P.aeruginosa | K.pneumoniae | C.albicans
/uorg
1mg/ 07 6.5 08 00 07 07 00
10uL 07 |65 08 00 08 07 00
Img/ 6.5 00 00 00 6.5 00 00
SHL 65 00| 00 00 65 00 00
Ethanol 00 00 00 00 00 00 00
1/10
charge E.faecalis | E. coli | B.Subtilis | S.aureus | P.aeruginosa | K.pneumoniae | C.albicans
/uorg
1mg/ |70 6,5+0 | 8+0 0+0 7,5+0,7 7%0 0+0
10puL
Img/ [6,5¢0 |0+0 [0+0 0+0 6,50 0+0 0+0
Sul
Ethanol | 000 00+0 |00+0 00+0 00+0 00+0 00+0
1/10

3. Fraction méthanolique et fraction aqueuse :


https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCg#conv
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCg#conv
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCg#conv
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCg#conv

Annexe

Extrait/porg E. faecalis E.coli | B.Subtilis | S.aureus | P.aeruginosa | K.pneumoniae C.albicans
Fraction 7.5 00 08 00 00 00 00
méthanolique 10 00 08 00 00 00 00
fraction 00 00 00 00 00 00 00
aqueuse 00 00 00 00 00 00 00
4. Fraction méthanolique et fraction aqueuse (nouvelle extraction):
Extrait/porg | E faecalis E. coli | B.Subtilis | S.aureus | P.aeruginosa | K.pneumoniae | C.albicans
Fraction 00 00 00 00 07 00 00
méthanolique 00 00 00 00 07 00 00
fraction 00 07 12 00 00 00 11
aqueuse 00 08 11 00 00 00 11
Ampicilline 14 00 20 36 00 16 -
5. Controle positif :
antibiotique/uorg E.faecalis | E. coli B.Subtilis | S.aureus |P.aeruginosa | K.pneumoniae | C.albicans
Ampicilline 30 24 32 21 0 0 -
30 20 32 21 0 0
32 22 35 24 0 0
Amoxycilline 24 20 22 17 0 0 -
26 21 22 17 0 0
28 22 25 19 0 0
Colistine 0 14 10 0 13 13 -
0 13 10 0 15 13
0 13 12 0 14 17
Nystatine - - - - - - 39
35
35




Résultats de CMI

1. Pseudomonas aeruginosa

Numéros

1

2

9

10

11

18

Observation de trouble

Concentrat
ion
d’extrais
(mg/ml

TC

TCE

50

125

6.25

3.125

1.5625

0,78125

0,390625

0,195
3125

1,52587891

Extrait
aqueux

Extrais
d’acétate
d’éthyle

Fraction
métanoliq
ue

2. Escherichia coli

Numéros

9

10

11

18

Observation de trouble

Concentrat
ion
d’extrais

(mg/ml)

TC

TCE

50

125

6.25

3.125

1.5625

0,78125

0,390625

0,195
3125

1,52587891

Extrait
aqueux

Extrais
d’acétate
d’éthyle

Fraction
aqueuse
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3. Bacillus subtilis

Numéros

1

9

10

11

18

Observation de trouble

Concentrat
ion
d’extrais

(mg/ml)

TC

TCE

50

125

6.25

3.125

1.5625

0,78125

0,390625

0,195
3125

1,52587891

Extrais
d’acétate
d’éthyle

Fraction
aqueuse

Klebsiella pneumoniae

Numéros

1

2

9

10

11

18

Observation de

Concentrat
ion
d’extrais

(mg/ml)

TC

TCE

50

125

6.25

3.125

1.5625

0,78125

0,390625

0,195
3125

1,52587891

trouble

Extrais

d’acétate
d’éthyle

Enterococcus faecali

Numéros

1

9

10

11

18

Observation de

Concentrat
ion
d’extrais

(mg/ml)

TC

TCE

125

6.25

3.125

1.5625

0,78125

0,390625

0,195
3125

1,52587891

trouble

Extrais

d’acétate
d’éthyle
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6. Candida albicans

Numéros 1 |2 3 |4 |5 6 7 8 9 10 11 ... |18

Concentrat | TC | TCE |50 | 25125 |6.25| 3.125 | 1.5625 | 0,78125 | 0,390625 | 0,195 | ... | 1,52587891
ion 3125
d’extrais

(mg/ml)

rauhle

Observation de

Fraction | + - - - - - - - - + N "
aqueuse

Tc : témoin de culture ;

TCE : témoins de couleur des extrais
+ :un trouble dans le puits

- 1 pas de trouble

Résultats de CMB

B*/ extraits Extrait Extrait d’acétate d’ethyle Fraction aqueuse Fraction
aqueux métanolique
P.aeruginosa | p(3) | p(4) | PB) | p(4) | p(5) p(6) PB3) | p(4) | p()
+++ | +++ - ++ ++ +++ ++ | +++ | +++
E.coli P3) | p(4) | pE) p(4) p(5) P3) | p(4) | p() | p(6)
- +++ - ++ +++ +++ | +++ | +++ | +++
B.subtilis PB3) | p(4) | p(5) | p(6) | p(7) pE3) p(4)
- + + ++ | +++ + +++
K.pneumoniae P3) | p(4) | p(5) | p(6) | p(7)
- ++ | +++ | 4+ | -+
E.faecalis P3) | p4) | p(B) p(6)
- - ++ +++
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Lvr/ extraits Extrait | Extrait Fraction aqueuse Fraction
aqueux | d’acétate métanolique
d’ethyle
C.albicans P(3) [ P(4) | P(5) | P(6) | P(7) | P(8) | P(9)
++ |+ | | | | |

P(N) : Ie puits d’ou on a prélevé les 10pug d’inoculum.

(-) : pas de croissance ; (+) : Une Faible croissance ; (++) : Une croissance intermédiaire ; (+++): une forte croissance.
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