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INTRODUCTION GENERALE

Pendant de nombreux siecles, les plantes ont été le principal moyen de guérison a la
disposition de I'hnomme. Les connaissances sur les propriétés médicinales des plantes se sont
développées et se sont enrichies dans de nombreuses civilisations a travers le monde, grace a
des pratiques empiriques. Les anciens, dotés d'un remarquable sens de I'observation, ont su
mettre en lumiére les vertus des plantes médicinales, dont I'efficacité n'a jamais été remise en
question par l'usage [1]. Ces ressources médicinales continuent d'étre utilisées dans les pays
en développement, méme en l'absence d'un systeme médical moderne [2]. La médecine
traditionnelle ne se limite pas aux seuls pays en développement; méme dans les pays
industrialisés, l'utilisation de thérapies alternatives a connu une croissance significative au

cours des dernieres décennies [3, 4].

D'apres les informations de I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), environ 6377
especes de plantes sont employées en Afrique, dont plus de 400 sont des plantes médicinales

qui représentent 90% de la médecine traditionnelle.

Aujourd'hui, la recherche de nouveaux composés actifs contre de nombreuses maladies
repose sur les produits naturels. Il est devenu essentiel de mettre en valeur ces ressources
naturelles afin de mieux comprendre le mode d'action, les principes actifs et les effets
secondaires de la phytothérapie sur la santé humaine [5]. Il est crucial d'évaluer les propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes des plantes, en particulier celles qui ne sont pas connues et
utilisées dans la médecine populaire, car ces espéces peuvent constituer une source potentielle

de composés bioactifs [6].

Notre étude s'inscrit dans le cadre d'une analyse phytochimique visant a évaluer les
propriétés antioxydantes, antifongiques et antibactériennes des divers extraits d'une plante
médicinale Viola odorata.

Le présent manuscrit est divisé en trois chapitre: apercu bibliographique, matériel et

méthodes et résultats et discussion.

Dans le premier chapitre, on aborde I'apercu bibliographique sur la famille des Violacees,
le genre Viola, et I'espece Viola odorata, en mettant I'accent sur sa composition en métabolites

secondaires et ses activités biologiques.

Dans le deuxiéme chapitre, on explore la partie expérimentale, qui inclut le protocole
d'extraction, analyses phytochimiques qualitatives et quantitatives, ainsi que I'évaluation de
l'activité antioxydante, antifongique, antibactérienne des extraits chloroforme, acétate

d'éthyle, n-butanol et méthanolique.
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Le troisiéme chapitre comprend une analyse des resultats obtenus, suivie d'une discussion
qui mettra en lumiére leur importance par rapport aux données de la littérature, ainsi que leur

comparaison avec des études antérieures portant sur des plantes de la méme famille.

Enfin, le manuscrit s’achéve avec une conclusion qui permettra de tirer quelques

perspectives pour ce travail.
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CHAPITRE I APERCU BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Famille des Violacées

La famille des violacées, également connue sous les noms d'Alsodeiacée, Leoniacée ou
Retrosepalacée [7]. La famille des violacées compte environ 800 espéces et 20 genres [7].
Elle est fréquente dans différents pays du monde tels que I'Algeérie, le Maroc, le Portugal, la

Tunisie et la France.

Tableau 1.1 : La répartition mondiale de la famille Violacée. [8]

Violacée Mad Can Mau Mar Alg Tun Lib Egy
Total genres 1 1 0 1 1 1 1 1
Total taxons 4 8 0 18 9 5 1 3

Endémique (*) 1 3 - 4 - 5 - -
Prés. incertaine (?) - 1 - 2 1 - - -
Eteint (E) - - - - 1 - - -

Mad : Tles de Madére (Portugal), Can: Tles Canaries (Espagne), Mau: Mauritanie
saharienne, Mar : Maroc, y compris 1’ile d’Alboran, Alg : Algérie, y compris Sahara, Tun :
Tunisie, Lib : Libye, Egy : Egypte, y compris J. Elba, a I’exclusion du Sinai

1.1.1. Classification de la famille des Violacées

La famille est actuellement subdivisée en trois sous-groupes, comprenant la sous-famille
des Leonioidée d'Amérique du Sud et des Fusispermoidée, a la fois monogénériques et
potentiellement primitifs, ainsi que les Violoidées plus évoluées contenant les autres genres.
La sous-famille des Violoidées est a peu prés également divisée en deux tribus, les Violée et
les Rinoreée, principalement en fonction de la zygomorphie relative du périanthe, ainsi que de
la présence ou de I'absence de nectar, respectivement. Les Rinoreée se composent de quatre
sous-tribus, Rinoreinae, Hymenantherinae, Isodendriinae et Paypayrolinae, qui se distinguent
par la symeétrie florale, le degré de différenciation des petales, le type de fruit et la

morphologie androide [9].



CHAPITRE 1 APERCU BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.2. Description botanique

Ces plantes sont des herbes vivaces ou des arbustes a feuilles simples, rarement opposées.
Leurs fleurs sont bisexuées, soit zygomorphes soit actinomorphes, avec un calice de cinq
pétales et une corolle de cing pétales, dont un petale antérieur plus grand et saillant.
L'androecium se compose de cing étamines, tandis que le gynoecium présente un pistil
composé de trois carpelles fusionnés, des ovules supérieurs et une capsule de fruit. Cette
famille a un réle économique limité, a I'exception de quelques espéces populaires comme le

Jardin préféré, les Violettes, les Violes et les Pensées [10].

Figure 1.1 : Image représente une plante de la famille des Violacées, appartenant

au genre Viola. [11]

1.2. Genre Viola. L

Le genre Viola L. est le plus vaste parmi les Violacées, comptant environ 600 espéces, et
il est le seul largement répandu dans I'némisphere Nord [12]. La classification infra-générique
a connu des variations, mais une analyse phylogénétique récente suggére que ce genre peut
étre subdivisé en deux sous-genres et 16 sections a I'échelle mondiale [13].
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Botanical Musoum. Holsinki. inland 2018
Data from BGBM. Berlin-Dahlem. Gormany

Figure 1.2: La répartition mondiale du genre Viola [14]

En Algérie, on dénombre 11 especes appartenant au genre Viola : Viola alba Besser.,
Viola albasubsp. dehnhardtii (Ten.) W. Becker, Viola arborescens L., Viola arvensis Murray.,
Viola hirta L., Viola kitaibeliana Schult., Viola munbyanaBoiss. & Reut., Viola odorata L.,

Viola reichenbachiana Boreau., Viola riviniana Rchb., et Viola tricolor L.

1.2.1. Morphologie

Les espéces de ce genre sont principalement des herbes bisannuelles ou vivaces présentes
dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées, bien qu'elles puissent parfois se
présenter sous forme de sous-arbrisseaux et de rhizomes. La morphologie générale des Viola
révele des tiges courtes avec ou sans rhizomes, capables de croitre annuellement ou sur
plusieurs mois. Les feuilles peuvent avoir diverses formes, allant d'ovales triangulaires a
cordées, dentelées, crénelées ou méme ailées. Elles peuvent également présenter des stipules,
étre lancéolées-ovales, entiéres dentées ou fimbriées [15]. Les fleurs de Viola ont cing sépales
et cing éperons formant les pétales, sont zygomorphes, portent un pédoncule bractée, et
possedent des anthéres en forme de céne qui recouvrent I'ovaire. Les filaments sont courts,
larges et distincts, formant un éperon de corolle, tandis que l'ovaire est sessile avec un
sommet épaissi, un style incurvé et un stigmate qui peut étre lobé, droit ou en bec. Leurs
graines sont rondes, ovales, lisses et brillantes, avec un fruit en forme de capsule a trois valves
[16].

Toutefois, les différentes espéces du genre Viola présentent une diversité morphologique

considérable.
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1.3. Espéces Viola odorata. L

La morphologie de Viola odorata est de ses feuilles sont simples, dentées, disposées a la
base, le stock d’herbes vivaces court. Il posseéde en forme de cceur feuilles aux bords festonnés
ou légérement dentelés qui sont vert foncé, touffes radicales, largement cordées, rondes au
haut, et poussent en rosette a la base de la plante [17], les fleurs sont soit violet foncé, bleu,

rosatre ou blanc jaunatre [17, 18].

Figure 1.3 : Viola odorata. L

1.3.1. Position systématique

Le positionnement de Viola odorata dans la systématique est illustré dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 1.2 : La place dans la systématique de Viola odorata [14]

Régne Plante
Division Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre MalpighialesBercht. & J. Presl
Famille Violacée

Genre Viola L.

Espéce Viola odorata L
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1.3.2. Nom vernaculaire

e Enarabe : Banafsaj [19, 20]

e Enanglais : Violet doux [19, 21-23]

e En Francais : Fleur de Mars, Jacee de printemps, Violette, Violet, Violet
cultive, Violet de mars, Violet parfumé, Violet des fouresaisons, Violier

commun [24]

|.4. Usage traditionnel

Viola Odorata L. est une plante médicinale largement reconnue qui a été
traditionnellement employée dans diverses formulations pour traiter différentes affections

médicales.

Dans la médecine traditionnelle iranienne, la Viola odorata était utilisée pour traiter
I'insomnie [25,26], la toux, la fiévre et les maux de téte [26 - 28]. En outre, c’est également
une plante médicinale importante qui est utilisée pour traiter la bronchite et rhume. [29] Il est
également utilisé comme expectorant, diaphorétique, diurétique et laxatif [30]

En Algérie, on utilise les fleurs de V. odorata dans la médecine traditionnelle pour leurs

propriétés apaisantes.

1.5. Constituants chimiques du I’espéce Viola odorata

Une étude phytochimique de Viola odorata implique I'analyse des composés chimiques
présents dans la plante. Voici quelques-uns des composés phytochimiques couramment

trouvés dans Viola odorata (Tableau I.3).
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Tableau 1.3: Liste des métabolites secondaires isolés de Viola odorata

Name Formule moléculaire
Cyanidin 3-glycosides, 3-O-[-L-Rhamnopyranosyl-
(1—6)-p-D-glucopyranoside] [31-33] Cortoass
2,4-Dimethyldodecane [34] Cu14H30
3,4-Dimethylheptane [35] CoH2o
2,5-Heptadien-1-ol [34] C7H120
1-Octadecene [36] CisH36
5,10-Pentadecadien-1-ol [34] Ci1sH280
3-Pentadecenal [34] C1sH280
2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinone [37] C9oH17NO
Methyl salicylate [17] CsHsO3
Ethyl hexanoate [17] CsH1602
Rutine [38] C27H30016
Isovitexine [38] C21H20010
Kaempférol-6-glucoside [38] C21H20011

L’extraits méthanoliques et éthanoliques de Viola odorata : Pentane 2,3,4-Triméthyl
(45%), acide N-hexadécanoique (28,85%), 10-Undécyn-1-ol (14,43%) et acide
pentadécanoique (8,14%) [39].

L'analyse de la composition en huiles essentielles des feuilles de Viola odorata. L a réevélé
la présence de 25 composes identifiés, représentant 92,77% de I'huile totale, dont le butyl-2-
éthylhexylphtalate (30,10%) et le 5,6,7,7a-tétrahydro-4,4,7a-triméthyl-2(4H) -benzofuranone

(12,03%) sont les deux principaux composants [40].

1.6. Activité biologique et pharmacologique

Viola odorata, une plante médicinale souvent employée dans la médecine traditionnelle,
les résultats tirés des nombreuses recherches biologiques réalisées au cours des derniéres
décennies sur les extraits et les phytoconstituants actifs de I'espéce Viola odorata peuvent étre

résumeées comme suit :
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1.6.1. Activité anti-inflammatoire

L'extrait aqueux de Viola odorata s'est révélé efficace dans le traitement des

inflammations pulmonaires [41]

1.6.2. Activité antitumorale et anticancéreuse

La partie aérienne compléte, englobant la tige, les fleurs et les feuilles, est utilisée dans le
traitement du cancer. Viola a été identifiee comme une source potentielle d'outils

pharmacologiques et peut servir de base a des agents antitumoraux [42].

La cycloviolacine Oz (Cyo2), un cyclotide présent dans Viola odorata (Violacée),
présente des effets antitumoraux en induisant la mort cellulaire par perméabilisation
membranaire. Cette étude répertorie plusieurs cyclotides ayant une cytotoxicité significative,
qui pourraient étre des candidats prometteurs en tant qu'agents chimio-sensibilisants contre le

cancer du sein pharmaco-résistant [43].
1.6.3. Activité antidyslipidémique
L’extrait brut des feuilles de Viola odorata a été recemment signalé avec une activité
antidyslipidémique [44].
1.6.4. Activité diurétique
La fraction butanolique, aqueuse et n-hexane des parties aériennes de Viola odorata a
démontré un effet diurétique significatif [45]
1.6.5. Activité antioxydante
La Viola odorata présente des propriétés antioxydantes, comme le montrent les essais in
vitro qui mettent en évidence I'efficacité de tous les extraits [46, 47].
1.6.6. Activité anticoagulante

Des études scientifiques ont prouve que les composés phytochimiques réduisent
Iincidence des maladies thromboemboliques, ce qui conféere a Viola des propriétés
anticoagulantes bénéfiques [48, 49]. Viola est traditionnellement employé en Chine pour
traiter les furoncles, les anthrax, éliminer la chaleur toxique, comme anti-inflammatoire et

comme antidote aux morsures de serpent [50].
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1.6.7. Activite antifongique

L'extrait méthanolique et chloroforme de Viola odorata originaire d'lran, ainsi que les
huiles essentielles de cette plante, n‘ont présenté aucune activité antifongique contre C.
albicans [40]. Cependant, les huiles essentielles de Viola odorata ont démontré une activité
modérée contre les hyphes et les spores d'Aspergillus niger [51]

1.6.8. Activité antimicrobienne

Les recherches suggérent que la Viola odorata originaire d'lran présente une activité
antimicrobienne significative contre les bactéries phytopathogenes a Gram négatif [52]. Les
extraits de méthanol et d'éthanol des feuilles de Viola odorata se sont révelés efficaces contre
toutes les souches bactériennes testées, I'extrait d'éthanol montrant une inhibition plus
prononcée contre E. coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa [53].
1.6.9. Activité cytotoxique
La cycloviolacine O isole de Viola odorata a démontré des activités cytotoxiques
significatives, avec une variation observée en fonction de la dose [54].

1.6.10. Activité antipyrétique

Viola odorata a montré une activité antipyrétique orale notable chez les lapins avec des
extraits obtenus a partir d'hexane, de chloroforme et de composés hydrosolubles. L'activité
antipyrétique était particulierement marquée dans les parties solubles dans I'nexane de ces
extraits [55].

1.6.11. Répulsion contre les moustiques

Les huiles extraites de Viola odorata ont montré une protection maximale pendant 8

heures et ont repoussé a 100% les moustiques Aedes, Anopheles et Culex [56].

1.6.12. Maux de téte et insomnie

I1 peut étre utile dans le traitement des maux de téte, de I’insomnie, des étourdissements et

de I’épuisement [57].

10
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1.7. Conclusion

En conclusion, Viola odorata contient une diversité de phytoconstituants qui participent a
ses multiples actions pharmacologiques. Cependant, des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour évaluer le mécanisme d'action des plantes médicinales présentant une

diversité d'activités.

11
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Dans cette partie expérimentale, notre objectif s’articule autour de I’évaluation de ’activité
antioxydante, antibactérienne et antifongique des extraits de la plante Viola odorata. Cette
étude a été réalisée au Centre de Recherche en Biotechnologie(CRBt) au niveau des laboratoires

5, 9 et 10, et au laboratoire de chimie organique de I'Université 20 ao(t 1955 a Skikda

11.1. Matériel végétal

Dans notre recherche, nous avons acheté la plante Viola odorata séchée aupres d'un
herboriste.

Figure 1.1 : Fleurs de Viola odorata

11.2. Macération et extraction

La technique d'extraction utilisée est la macération. Il s'agit d'une méthode extrémement
simple d'extraction solide-liquide, qui se produit en mettant la plante en contact a froid avec un

sol quelconque. Parfois, le temps de contact est extrémement long [58].

Pendant 48 heures a température ambiante, on macére le matériel végétal (100 g) dans un
mélange hydro-alcoolique éthanol /eau (80: 20; v/v). On concentre le premier extrait récupéré
sous pression basse a une température modérée (environ 35°C). La macération est effectuée a

trois reprises avec un renouvellement du solvant et dure généralement de 24 a 48 heures.

Les trois fragments collectés sont regroupés et concentrés. On ajoute de I'eau distillée a la
solution obtenue en agitation magnétique (400 ml d'eau distillée pour 1 kg de matiére seche).
Une fois obtenue, la solution est laissée au repos a froid pendant une nuit a des fins de

décantation. Le dépdt de la chlorophylle, des cires et du sable est facilité par cette derniére.

12
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Apres filtration, on obtient une solution aqueuse teintée de rouge brun. En procédant a une
extraction liquide-liquide avec des solvants de polarité croissante, on extrait cette phase aqueuse
de maniére liquide-liquide, en commencant par le chloroforme, suivi de lI'acétate d'éthyle et

enfin du n-butanol.

Figure 11.2 : Tllustration de I’extraction liquide —liquide

Le chloroforme épuise le filtrat, tandis que la phase organique est concentrée a sec a une

température inférieure a 35°C, ce qui donne une masse de 2,8146g de I'extrait chloroforme.

On reprend la phase aqueuse résiduelle avec de I'acétate d'éthyle. Cette phase d'acétate est

séchée et produit un extrait d'une masse de 0,8003g

Enfin, en utilisant la méme méthode pour le n-butanol, on obtient un extrait de n-butanol
de 2,1439 g.

La phase aqueuse résultant de la distillation des huiles essentielles a été traitée avec du

méthanol pour produire I'extrait MeOH. (m = 7,9536 g)

Le schéma suivant montre le protocole d’extraction.

13
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Extrait Hydro-alcoolique

 Concentration non a sec (t=35°C)
¢ Dilution avec 400 ml de H,O distillée

« Filtration

Filtrat
* Extraction par CHCl; (3 fois)
« Décantation
Phase Phase
Aqueuse Organique

* Extraction par I’AcOEt (3 fois)

« Décantation Concentration at =35°C

l l Extrait

Bl s Phase Chloroforme
Organique Aqueuse m = 2,8146¢

Concentration a t =35°C ] ]
« Extraction par le n- butanol (3 fois)

« Décantation

Extrait acétate d'éthyle
m = 0,8003¢g

Phase Phase
Aqueuse Organique

Concentration a t = 60°C

Extrait n-butanol
m = 2,1439 g.

Figure 11.3 : Protocole d’extraction des extraits de Viola Odorata
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11.3. Rendement

Le rendement des extraits se calcule en fonction du rapport entre le poids de I'extrait sec et
le poids de la plante en poudre utilisée. On le représente en pourcentage a l'aide de la formule
suivante [59] :

Rendement d'extraction(%) = Pg / P, X 100
Ou:

e Pe : Poids de I'extrait sec (en g).

e Pp : Poids de la plante en poudre (en g).

11.4. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est une méthode utilisée en pharmacognosie et en chimie des
plantes pour évaluer la composition chimique des extraits vegétaux. Il vise a identifier la
présence de différents groupes de composés, tels que les alcaloides, les flavonoides, les tanins,
etc., a l'aide de tests chimiques simples ou de réactions spécifiques. Ce processus permet
d'orienter la recherche de principes actifs potentiels dans les plantes a des fins médicinales ou

pharmaceutiques.

La détection de ces composés chimiques est basée sur des réactions de coloration, de
turbidité ou de précipitations [60-62].

11.4.1. Recherche des terpenes et stérols insatureés

L'identification des stérols et des terpenes a été rendue possible grace a l'utilisation de

I'acide sulfurique et de I'anhydride acétique. Les différentes étapes ont été accomplies :

1. On ajoute un mélange MeOH / H>O (80/20) a une quantité de poudre végétale, puis
on laisse macérer pendant 24 heures.

Agitation, filtration et évaporation a sec.

Ajouter 50 ml d'éther a la solution précédente et procéder a la décantation.
Distinction entre les deux étapes.

La phase contenant de I'éther est evaporeée, puis 15 ml de chloroforme sont ajoutes.

S e o

Diviser le contenu en trois tubes a essai de maniére équitable.

15
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Réaction a la description

Tube 1 : Utiliser comme témoin.

Tube 2 : addition 3 gouttes d'acide sulfurique.

L’apparition de la couleur rouge cerise confirme la présence des stérols insaturés.

— Tube 3: addition 3 ml d'anhydride acétique.

Changement rapide de la couleur indique la présence des terpénes

11.4.2. Recherche des triterpénes

On détecte la présence des triterpénes en utilisant de I'acide sulfurique(H2SO4) concentré.

1.

N

On ajoute un mélange MeOH / H>O (80 : 20) & une quantité de poudre végeétale, puis
on laisse reposer pendant 24 heures.

Agitation, filtration et séchage a sec.

Le résidu obtenu doit étre dissous dans 1 ml d'anhydride acétique, puis dans du
chloroforme.

La solution est divisée entre deux tubes a essai, dont I'un est utilise comme témoin.
Utilisez une pipette pour ajouter 1 ml d'acide sulfurique concentré au fond du tube

(sans agitation).

La présence des triterpenes est confirmée par la formation d'un anneau rouge brunatre ou

violet dans la zone de contact des deux liquides (réaction de Libermann-burchard).

11.4.3. Recherche des saponines

Les saponines se distinguent par leur capacité a produire de la mousse lorsqu'elles sont en

solution aqueuse.

1.

o~ D

Mélangez 5¢g de la poudre végétale a analyser avec 50 ml d'eau distillée dans un erlen
Mayer de 250 ml.

Décoction pendant une demi-heure.

Refroidissement du mélange.

Filtration puis prélevement de 5ml du décocté dans un autre tube a essai.

Agitation.

La présence d'une mousse qui reste stable témoigne de la présence des saponines.

16
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11.4.4. Recherche des coumarines

Ces différentes étapes ont été réalisées :

Mélanger 20 ml d'éther avec 1 g de poudre végétale.

Laisser macérer pendant une journee.

Filtrer le melange puis compléter a 20 ml avec de I'eau distillée.

Laissez le mélange s'évaporer a l'air libre jusqu'a ce qu'il réduise a 5 ml.
Ajouter 2 ml d'eau distillée bouillie.

Diviser la solution en deux tubes a essai pour I'expérimenter.

Incorporer 25% d'ammoniaque dans I'un des tubes.

© N o o B~ w DN PE

Mélanger et observer la fluorescence sous UV a 365 nm.

La présence des coumarines dans le tube contenant I'ammoniaque est confirmée par une

forte fluorescence.

11.4.5. Recherche des flavonoides

Les flavonoides produisent des réactions de coloration spécifiques en présence de NaOH

(1N), de HCI concentre et de coupeaux de Magnésium.

1. Mélanger 5g de la poudre végétale a analyser avec 50 ml d'eau distillée et laisser
reposer pendant 30 minutes.
2. Filtration.
3. Obtenir 6 ml d'infusé et les placer dans 3 tubes a essai, a raison de 2 ml par tube.
4. Ajouter respectivement :
= Dans le premier tube, versez 1 ml de NaOH (1N),
= Dans le deuxiéme, ajoutez 1 ml d'eau distillée.
= Dans le troisieme tube, mélangez 1 ml de HCI concentré avec des copeaux de

magnésium.

Lorsque des flavonoides sont présents, on peut observer les colorations suivantes : jaune-
rougeatre pour les flavones, rouge a rouge-violace pour les flavonols, rouge-foncé au violet ou

bleu pour les flavonones, et jaune pour les isoflavones.

11.4.6. Recherche des leucoanthocyanes

En utilisant la méme réaction au bain-marie sans ajout de coupeaux de magnésium, la

présence de leucoanthocyanes est révélée par I'apparition d'une coloration rouge.

17
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11.4.7. Recherche des anthocyanes

Les étapes effectuées sont les suivantes :

1.

2.
3.
4.

Mélanger 2,5 g de la poudre végétale a analyser dans 25 ml d'eau distillée bouillante
pendant une durée de 15 minutes.

Filtrer et ajouter de I'eau chaude jusqu'a 25 ml.

Ajouter 5 ml d'acide sulfurique (H2SO4 a 10%) a 5 ml du filtrat.

Ajouter 5 ml d'ammoniaque (10 %).

L'apparition d'une coloration jaune clair aprés acidification et son changement en bleu-

violacé apres I'addition de 5 ml d'ammoniaque (10%) indiquent la présence d'anthocyanes.

11.4.8. Recherche des quinones

Les étapes réalisees comprennent :

1.

3.
4.

Dissoudre la poudre végétale a analyser et la mouiller avec quelques gouttes d'acide
chlorhydrique (HCI).

Pendant une période de 24 heures, on macére dans un erlenmeyer contenant 10 ml
d'éther de pétrole.

Filtrer

On ajoute 2 ml de filtrat a 2 ml de NaOH a 10%, puis on agite.

Les quinones sont présentes lorsque la coloration rouge virant au violet apparait.

11.4.9. Recherche des tanins

11.4.9.1. Tanins catéchiques

1. Infusion 2,59 de végétaux dans 25ml d'eau bouillante pendant une durée de 30
minutes.
2. Collecter 2 ml de la solution précédente dans un tube a essai.

3. Ajouter une petite quantité (environ 3 gouttes) de chlorure ferrique FeCls (1%).

Les tanins catéchiques sont présents lorsque la coloration ou la formation d'un précipité

apparaissent.
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11.4.9.2. Tanins galliques

1. Disposer 2 ml de I'infusé précédent dans un tube a essai.
2. Saturer en acetate de sodium.
3. Additionner une petite quantité de FeCls (1%).

La présence de tanins galliques est révélée par la formation d'un précipité.

11.4.10. Recherche des alcaloides

1. On ajoute un mélange MeOH / H20 (50 : 50) a une quantité de poudre végétale, puis
on laisse reposer pendant 24 heures.

2. Filtrer le mélange
Introduire 1 ml de filtrat dans un tube a essai.

4. Ajouter des gouttes a partir d’un détecteur Wagner (Dissoudre 5 g de Kl et 1,27 g de
I>dans 100 ml d'eau distillée).

La formation d’un précipité brun rouge indique la présence d’alcaloides.

11.5. Analyses quantitatives par spectrophotométrie

11.5.1. Détermination des polyphénols totaux (TPC)

On a mesuré la quantité totale de polyphénol dans les extraits en utilisant la méthode de
Folin- Ciocalteu (FCR).

La méthode implique I'oxydation des composés phénoliques par le réactif (FCR), composé
d'un mélange jaune de complexe d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique,
subit une réduction pour former un mélange d'oxydes de tungsténe et de molybdene. Cette
réaction produit une coloration bleue dont l'intensité est proportionnelle a la concentration en

phénols totaux et qui présente une absorption maximale aux alentours de 750 nm [63].

Protocole :

A 20 ul d’extrait de plante on ajoute 100 pl de FCR dilué (1 :10) et 75 ul de carbonate de
sodium a 7,5%, et on place le mélange a I’obscurité pendant 2 heures. La lecture est réalisée a
765 nm. Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait de plante par le

solvant utilisé le méthanol.
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Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

expérimentales en utilisant ’acide gallique comme contréle positif a concentrations finales

allant de 25 a 200 mg/ml (Figure 11.4).

La concentration des composés phénoliques totaux dans I'extrait a été déterminée en g
d'équivalents d'acide gallique (EAG) par 1 mg de I'extrait a l'aide d’une équation obtenue a

partir d'une courbe standard d'acide gallique.

 Standardy

Figurell.4 : Dosage des polyphénols totaux sur microplaque.

11.5.2. Détermination des flavonoides totaux (TFC)

On utilise la méthode des modifications du trichlorure daluminium AICI3 pour évaluer la

quantité de flavonoides presents dans les divers extraits de Viola odorata [64].

Protocole :

A 100 pl d'échantillon ou de standard (préparé dans le méthanol), on ajoute 100 pl de
solution AICI3 (2% dans le méthanol). Aprés une réaction de 10 minutes, I'absorbance est
mesurée a 430 nm. La concentration des flavonoides est déterminée a partir d'une courbe
d'étalonnage établie avec de la quercétine (25-200 pg/ml) (Figure I1.5).et est exprimée en

microgrammes d'équivalent de quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg d'extrait) [65].
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Figure 11.5 : Dosage des flavonoides totaux sur microplaque.

11.6. Evaluation des activités antioxydantes

Au cours des derniéres années, les antioxydants naturels ont suscité un intérét croissant en
raison de leurs propriétés thérapeutiques. Des études scientifiques ont été menées dans
différentes disciplines afin d'extraire, d'identifier et de quantifier ces composes a partir de
différentes substances naturelles, telles que les plantes médicinales et les produits

agroalimentaires [66].

La capacité d'un composé a résister a l'oxydation est connue sous le nom d'activité
antioxydante. Le fS-carotene (provitamine A), l'acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol
(vitamine E) et les composés phénoliques sont les antioxydants les plus connus. Effectivement,
la majorité des antioxydants fabriqués ou naturels contiennent des groupes hydroxyphénoliques
dans leurs structures, ce qui explique en partie leur capacité a capturer les radicaux libres tels

que les radicaux hydroxyles (OH") et les superoxydes (02°) [67].

Differentes techniques sont employées afin d'évaluer l'activité antioxydante en capturant

divers radicaux, parmi celles-ci :

= ORAC (Capacite d'Absorbance Radicale de I'Oxygen) [68].
= TRAP (Parametre Antioxydant Total Radical Trapping) [68].

= La méthode FRAP pour réduire les ions ferriques (Ferric lon Reduction Antioxidant
Parameter) [69].
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= Les radicaux de I'acide 2,2-azinobis-3-thylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) [70].

» Le radical libre DPPHe (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) est utilisé dans cette méthode
[71,72].

Pour évaluer le pouvoir antioxydant des différents extraits obtenus a partir des fleurs de
I’espéce Viola Odorata, plusieurs tests ont été utilisés, a savoir le test de piégeage du radical
DPPH?’, le test de réduction du radical-cation ABTS™, le test de pouvoir réducteur (FRAP), le
test de phénanthroline.

e Préparation des dilutions
Pour préparer une série de dilutions, on prépare tout d’abord la solution mére en dissolvant
4 mg de I’extrait dans 1000 pl du méthanol. Ensuite 500 pl de cette solution mere sont mélangés
avec 500 ul du méthanol, pour arriver a une dilution % et ainsi de suite. Cette procédure est

répétée pour la suite des dilutions jusqu’a arriver a la dilution 1/64
11.6.1. Test de réduction du radical DPPH

11.6.1.1 Principe

Le radical libre stable violet en solution est le DPPH. Il posséde une absorbance spécifique
dans un domaine allant de 512 & 517 nm. La décoloration du DPPH se produit rapidement
lorsque le composé a propriété antiradicalaire réduit le DPPH en diphényle picryl-hydrazine
(jaune) (Figure 11.6). L'intensité de la teinte est inversement liée a la capacité des antioxydants

présents dans I'environnement a produire des protons [73].
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0>N_~o~_ _NO, - g O,N._ _~~_ _NO,
2N U T/ J
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NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)

Figure 11.6 : Mécanisme de réduction du radical DPPH" par un antioxydant [74].
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11.6.1.2. Mode opératoire
L’activité anti-radicalaire au DPPH" est réalisée sur une microplaque a 96 puits, 40 pl de
chacune des dilutions des différents extraits est mélangés avec 160 pl d’une solution

méthanolique de DPPH". Parallé¢lement un contréle négatif a été préparé en mélangeant 40 pl
de méthanol avec 160 pl de la solution DPPH" (Figure 11.7). Les absorbances ont été mesurés

a 517 nm aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante. L’acide
ascorbique et le Trolox ont été utilisés comme des standards antioxydants, et dosés dans les

mémes conditions. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon 1’équation suivante :

Ablanc - Aechant

% d’'inhibition du DPPH = x 100

Ablanc

Abpian: Absorbance du controle réactif (40 pl méthanol+160 pl DPPH).

Aechan: Absorbance de (I’extrait + réactif)

Figure I11.7: Profil de la microplaque de dosage de ’activité anti-radicalaire (DPPH).

11.6.2. Test de piégeage du cation radical ABTS™

11.6.2.1. Principe

Pour évaluer l'activité de piégeage du radical libre ABTS"" des extraits de Viola odorata, la
concentration inhibition & 50 % (ICso) de chaque extrait a été mesurée puis comparée par rapport
a celles des antioxydants standards tels que le Trolox et I'acide ascorbique. En présence d'un
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antioxydant, I'ABTS™" de couleur vert/bleu est réduit en ABTSH" par piégeage d'un H', ce qui
entraine une diminution de la couleur bleue turquoise de la solution [70]. (Figure 11.8). Une

faible concentration inhibitrice a 50% indique une activité de piégeage supérieure.

N _ Nee
o |l N N W K2S,0 0 =N N
s s N o) = s N | o
HO %y s s HO "y s~ g
OH OH
o -
ABTS ABTS S
AOH
\j
o N ‘
0 | —NMH N._ + AC
S S N | 0
"o > 2 OH
ABTS* o

Figure 11.8: Formation et piégeage du radical ABTS"" par un antioxydant [75]

11.6.2.2. Mode opératoire

Sur une microplaque a 96 puits, la solution de ’ABTS"" a été préparée a partir de 2 solutions
aqueuses : ABTS (7 mM) et du persulfate de potassium K2S20s (2,45 mM), le mélange a été
mis a I’abri de la lumiére pendant 16 heures. Cette solution a été utilisée aprés une dilution avec
I’eau distillée. 40 pl d’extrait préparé a plusieurs concentrations ont été ajoutés a 160 ul du
ABTS'" Parallélement un controle négatif a été préparé en mélangeant 40 pl de méthanol avec
160 ul de la solution ABTS™" (Figure 11.9). Les absorbances ont été mesurés a 734 nm apres 10
minutes d’incubation a I’obscurité et a température ambiante. L’acide ascorbique et le Trolox

ont éte utilisés comme des controles positifs.

Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon 1’équation suivante :

A o — A
% d’inhibition du ABTS = —<onirole echant . 100

Acontréle

ou

Acontrole - I’absorbance du controle négatif.
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Acchant : ’absorbance de 1’extrait.

Figure 11.9: Profil de la microplaque de dosage de I'activité antiradicalaire (ABTS)

11.6.3. Test de piégeage réducteur ferrique (FRAP)

11.6.3.1. Principe

Le pouvoir réducteur se base sur la réaction d’oxydoréduction, dont la réduction du chlorure
ferrique (FeClsz) de couleur jaune en chlorure ferreux (FeCl.) de coloration bleue verte en
présence d’un agent chromogene le ferricyanure de potassium [KsFe (CN)s] en milieu acidifié

par ’acide trichloracétique [76].

La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de
I’extrait [77].
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Figure 11.10: Réduction du Fe*® par un antioxydant dans le test du pouvoir réducteur [78]

11.6.3.2 Mode opératoire

Sur une microplaque a 96 puits, un mélange réactionnel contenant 10 pl d’extrait préparé a

plusieurs concentrations, 40 ul d’une solution tampon phosphate (pH 6,6) et 50 pl d’une

solution de ferrycianide de potassium [KsFe (CN)e] (1%) ce mélange est incubé dans 1’étuve a

50°C pendant 20 minutes. Ensuite 50 ul d’acide tri-chloroacétique (TCA) (10%) sont ajoutes

pour stopper la réaction; Les derniers ajouts étaient de 40 ul d’eau distillée et de 10 ul de

solution de chlorure ferrique anhydre (0,1 %). Un contrdle négatif a été préparé en remplacant

I’extrait par le méthanol (Figure 11.11). L absorbance de la solution a été ensuite mesurée a 700

nm. Le contrdle positif est représenté par 1’acide ascorbique et le Trolox. Les résultats ont été

calculés a titre de Ao 50 (ug/ml), représentant la concentration associée a une absorbance de 0,50.

L’augmentation de I’absorbance indique 1’augmentation du pouvoir réducteur

Figure 11.11: Profil de la microplaque de dosage de 1’activité du pouvoir réducteur (FRAP).
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11.6.4. Test de réduction par la formation du complexe Fe*? phenantroline

11.1.3.1 Principe

L'objectif de cette méthode est de créer de la ferroine en réduisant le Fe*3 (FeCls) en Fe*?
en présence d'un composé donneur d'électrons dans I'échantillon (Figure 11.12), qui réagit avec
I'ortho-phénanthroline pour créer un complexe brun rouge [79].

Cette reduction est déterminée par la mesure de valeurs de Ao s des extraits de la plante et

celles des standards. L’absorbance est mesurée a 510 nm.

1-10-phenathroline orange-red complex

Figure 11.12: La réaction de la formation du complexe Fe*? -phenantroline [80]

11.6.4.2 Mode opératoire

L’activité de réduction par la formation du complexe Fe*? -phénantroline est déterminée
par la méthode de Szydlowskaczerniak [81]. Pour initier la réaction, 10 pl d’extrait préparé a
différentes dilutions ont été ajoutés a 50 ul du chlorure de fer anhydre FeCls (0,2%), 30 pl de
la phénantroline (0,5%) et 110 pl du méthanol sur une microplaque & 96 puits. Ensuite un
controle négatif semblablement préparé, en remplacant I’extrait par le méthanol. Aprés 20 min
d’incubation dans I’étuve a 30°C (Figure 11.13), I’absorbance a été mesurée a 510 nm. Les
résultats ont éte calculés a titre de Aoso (ug/ml), représentant la concentration associée a une

absorbance de 0,50.
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Figure 11.13: Profil de la microplaque de dosage de 1’activité de réduction par la formation

du complexe Fe*? - phenanthroline.

11.7. Activité antifongique

L'activité antifongique se réfere a la capacité d'une substance ou d'un agent a inhiber ou a
détruire la croissance et la propagation des champignons. Cette activité est souvent évaluée en
mesurant I'efficacité d'un composé & inhiber la croissance fongique dans des environnements
de laboratoire ou dans des applications pratiques telles que l'agriculture, la médecine ou la

conservation des aliments.

11.7.1. Preparation du milieu PDA (Potato/dextrose D-glucose/Agar)

Il s'agit du milieu de culture la plus couramment employée pour la culture des mycétes
qui attaquent les plantes vivantes ou la matiére organique végétale en décomposition. On a
prépare une infusion de pomme de terre en fait bouillir dans de I'eau 200 g de pommes de terre

tranchées pendant 20 minutes environ.

Dans un bécher, 20 g de glucose et 20 g d'agar en poudre sont ajoutés a de I'eau de
pommes de terre tout en agitant. Ensuite, on applique de la chaleur pour éviter la formation de
grumeaux, puis on compléte avec de I'eau distillée jusqu'a atteindre un volume total de 1000
ml, en veillant a bien mélanger. Le mélange est ensuite stérilisé dans un autoclave a 120°C

pendant 30 minutes a une pression de 1 bar [82].
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de Mettez les pommes de terre a
20 g de glucose bouillir pendant 15 minutes, puis
filtrez-les sur le glucose.

200g pommes
terre + eau distillée +
chauffage

Lorsque tous les ingrédients Ajouter 20 g d’agar Agitation + chauffage
sont homogénéisés, nous au mélange avec
complétons le volume du agitation continue

mélange jusqu’a 1000 ml

en autoclave
pendant 20 minutes a une
température de 121°C.

Répartition en 6 Mettre

Agitation + chauffage
Erlenmeyer.

Figure 11.14 : Préparation du milieu PDA
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11.7.2. Procédure

Le test de toxicité des champignons se concentre sur un champignon phytopathogéne
spécifique, le Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL), en évaluant comment il inhibe la

croissance myceélienne des autres agents phytopathogénes.

En mesurant la croissance radiale du champignon sur un milieu PDA, on peut évaluer
I'activité inhibitrice des différents composés sur la croissance mycélienne de I'agent
phytopathogeéne.

Préparation des extraits :

On dissout 100 mg d’extrait dans 200 ul de MeOH

4 extraits de la plante Viola odorata. Peser 100 mg de chaque extrait

Dissoudre I'extrait dans 200 microlitres
de méthanol.

Figure 11.15 : Préparation des extraits
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e Couler le milieu de culture PDA dans des boites de pétri;

e Laisser le milieu solidifier pendant 30 min ;

e Prélevement de disque de 5 mm de diamétre de champignon d’une culture jeune
fongique avec une pipette pasteur en verre stérile et pointu ;

e Le dépdt de disque dans le centre de la boite de petri ;

e Mettre 25 pl de D’extrait sur le disque de champignon a 1’aide d’une micropipette ;

e Répétions trois fois pour chaque extrait ;

e Incubation pendant 48 h a 25°C ;

e Lecture : avec une régle, on a mesuré le diamétre de la zone d’inhibition

De la méme maniere, 1 ml de DMSO a été ajouté a 100 ml de milieu PDA, considéré

comme un contr6le positif. Le controle négatif consiste en du milieu PDA sans aucun autre

ajout.

: N st La stérilisation
La préparation des boites de Remplir les boites de pétri de la pince en
pétri avec le milieu PDA et et lati P
laisser secher 30 minutes platine.

Placer I’extrait a tester Placer le disque Préparer les disques
de champignon.

Figure 11.16 : Protocol de I’activité antifongique
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Ainsi, I’activité d’inhibition a été exprimée en pourcentage et calculée selon la formule

e | = taux d’inhibition en %

e C = croissance radiale de 1’agent phytopathogéne en mm sur milieu PDA avec DMSO
(contréle positif)

e T = croissance radiale en mm de 1’agent phytopathogéne sur milieu PDA contenant le

complexe a tester.

Pour déterminer la concentration inhibitrice minimale, I'expérience a été répétée. La
répétition du méme résultat suggeére que la concentration efficace minimale pourrait étre plus

basse.

11.8. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est une estimation qualitative de 1’effet inhibiteur de I’extrait sur
la croissance bactérienne par diverses méthodes [83]. Dans notre cas, la méthode choisie pour
déterminer ’activité antibactérienne des extraits (chloroforme, acétate d'éthyle, n-butanol et

méthanol) est celle de la diffusion de disque sur un milieu gélosé.

= Souches bactériennes testées

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont des bactéries non pathogeénes,

comme indiqué dans le tableau ci-dessous :

Tableau I1.1 : Les souches bactériennes utilisées.

Nom de la souche et code de référence Gram Famille
Escherichia coli ATCC 25922 Négatif Enterobacteriaceae
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» Repiquage et purification des souches

Pour évaluer I'efficacité antibactérienne des extraits des repiquages, on a utilisé la technique
des stries dans des boites de pétri contenant de la gélose nutritive, puis on les a incubées pendant

24 heures a 37 ° C a fin d’obtenir des cultures jeunes.

= Préparation de I'inoculum

A partir des cultures jeunes, on sélectionne des colonies pures afin de préparer I'inoculum
bactérien. Toutes les colonies sont suspendues dans 10 ml d'eau physiologie. Un densitomeétre

est utilisé pour mesurer la turbidité de la suspension, puis elle est ajustée a 0,08 -0,1 Mc Farland.

= Préparation des milieux de culture

La gelose de Muller Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles. Avant

utilisation, ces boites sont séchées pendant 30 minutes a température ambiante.

Ensemencement

La suspension bactérienne est versée dans une boite de pétri contenant le milieu de culture
(Mueller Hinton) pour ensemencer I'inoculum, puis laissée pendant 2 minutes. Ce processus
d'ensemencement est mis en place pour assurer une distribution homogene des bactéries sur la

gélose.

= Préparation des disques

On ajoute des disques a la gélose molle déja inoculée avec les microorganismes a tester.

= Préparation des dilutions

L'efficacité antibactérienne des diverses fractions d'extraits (chloroforme, acétate d'éthyle,
n-butanol et méthanol) a diverses concentrations a été examinée en préparant chaque extrait

dans du méthanol (témoin négatif avec les souches bactériennes utilisées).

Les concentrations utilisées étaient respectivement de 200 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml et
25 mg/ml pour les extraits. En utilisant une micropipette stérile, un échantillon de 30 pl a été
dépose sur les disques, puis ces disques ont eté disposés sur la gélose molle déja ensemencee

avec les micro-organismes cibles. Les boites de pétri ont été incubées pendant 18 heures a 37°C.
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L'activité antibactérienne est évaluée en mesurant le diametre de la zone d'inhibition formée

autour des disques apres 18 heures d'incubation a une température de 37 °C.

Le diameétre des zones d'inhibition de la croissance bactérienne, noté D, a été classé selon

I'échelle d'estimation de l'activité antibactérienne :

e (-) souche résistante (D < 8 mm)
e (+) souche sensible (9 mm < D < 14mm)
e (++) souche tres sensible (15mm < D <19 mm)

e (+++) dextrement sensible (D >20 mm) [84].
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I11.1. Rendement

Le rendement est déterminé en comparant la masse de I'extrait sec aprés évaporation a celle
de la matiere végétale utilisée. Le poids de 1’extrait sec est déterminé par la différence entre le
poids du ballon plein et vide. Le rendement a été évalué en se basant sur 100g de matiere

veégétale. Les résultats sont présentés dans le tableau I11.1 et la figure I11.1 ci-dessous.

Tableau I11.1 : Rendement des extraits

Matiére végétale Extraits Masse (Q) Rendement (%) Aspect
Chloroforme 2,8146 2,81 pateux
100 Acétate d'éthyle 0,8003 0,80 pateux
J n-butanol 2,1439 2,14 pateux
Méthanol 7,9536 7,95 Visqueux
0
Rendement(%)
g
2,81
2,14
0,80
Acétate d'éthyle n-butanol
Chloroforme Méthanol

Figure 111.1 : Le Rendement en % des différents extraits

Les résultats obtenus déemontrent une disparité dans les rendements des quatre extraits.
Le rendement le plus élevé, soit 7,95%, est observé dans I'extrait méthanolique, suivi par celui
de I'extrait chloroforme & 2,81%. Ensuite, I'extrait n-butanol affiche un rendement de 2,14%,

tandis que I'extrait acétate d'éthyle présente le rendement le plus bas, soit 0,80%.

Le changement des résultats d’un extrait a I’autre est principalement di au solvant

d’extraction utilisé, notamment les solvants polaires présentent de meilleur rendement

35



CHAPITRE III RESULTATS ET DISCUSSIONS

d’extraction par rapport aux solvants moins polaire. La différence de polarité des solvants

utilisés permet 1’extraction d’une large gamme de métabolites secondaires.

111.2. Reésultats de screening phytochimique

Les résultats de I'analyse phyto-chimique qualitative de Viola Odorata ont montré la
présence des flavonoides, des tanins, des stéroides et des alcaloides. Les résultats
expérimentaux de ces tests phyto-chimiques sont présentés dans le tableau I11.2 ci-dessous.

Les résultats ont été évalués comme suit :
e +: Présence en quantité moyenne.

e ++: Présence en quantité maximale.

e - : Absence de substance chimique.

Tableau 111.2 : Résultats de screening phytochimique

G_ron_Jpes Réactifs Observation Résultats Image des résultats.
chimiques
\ Acide Apparition de la
Terpénes sulfurique couleur rouge ++
cerise (tube 2)
) . Changement
nsaturds | achique | "0 ce "
g couleur (tube 3)
Formation d’un
Triterpénes H2504 | oneau rouge ++
concentré N
brunétre
Pouvoir Formation d’une
Saponines mousse +
moussant .
persistante
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Tableau 111.2 : Résultats de screening phytochimique (Suite)

G_rogpes Réactifs Observation Résultats | Image des résultats.
chimiques
Sous une
lumiere UV a
365 nm, le tube
. . contenant de
Coumarines Ammoniaque t . -
ammoniaque
ne montre pas
de fluorescence
intense.
NaOH: HCI Apparlthn des
concentré; couleurs :
Flavonoides .. | Jaune-rougeatre, ++
coupeaux de 5
L rouge a rouge-
Magnésium - L
violacé, jaune
Leucoanthocyanes NaOH, H(,:I Coloration ++
concentré | rouge
Il n'y a pas de
Anthocyanes HzS(_)4; col_oratlpn_Jaune )
ammoniaque | clair qui vire au
bleu-violacé.
HCI: Ether Il n'y a pas de
i . .| changement de
Quinones de pétrole; | -
NaOH couleur de rouge
a violet.
Apparition
. d’une coloration
. +
Tanins FeCls ou la formation
d’un précipité
Réactif de gfgg‘;ﬁgr&guﬂ
Alcaloides Wagrlmer (K, coloration rouge ++
2) brain
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Selon les données présentées dans le tableau I11.2, on observe une forte présence de
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les terpenes, les stérols insaturés, les
triterpénes, les alcaloides et les leucoanthocyanes dans l'organe étudié. Cela met en lumiére

I'abondance de ces composeés dans la partie aérienne de la plante, comme indiqué dans lI'analyse.
En outre, une présence modeérée de saponines et de tanins a été constatée.

De plus, I'analyse des coumarines, des anthocyanes et des quinones s'est révélée négative,

ce qui indique I'absence de ces composeés dans notre plante.

Des études antérieures portant sur le screening phytochimique des plantes Viola odorata
ont confirmé la présence des flavonoides, des terpénes, des stéroides, des triterpénes, des
alcaloides et des saponines [85], ce qui est cohérent avec nos propres résultats. Toutefois, notre
recherche met en évidence la présence des tanins, ce qui contredit les résultats de cette référence

qui indiquait leur absence dans cette espece.

111.3. Discussion des résultats de I’activité antioxydante

Pour évaluer I'activité antioxydante des divers extraits, une étape préliminaire a été de
les examiner via une analyse spectrophotométrique afin de mesurer leur concentration en

polyphénols totaux et en flavonoides totaux.

Les valeurs exprimées représentent la moyenne + 1’écart type (S.D) des trois répétions pour
chaque essai.

111.3.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC)

Les polyphénols totaux des extraits de V. odorata ont été dosés a l'aide de la méthode
spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu (FCR). La concentration de polyphénols totaux est
exprimée en g équivalent d'acide gallique par mg d'extrait, calculée a partir de I'équation de
régression linéaire établie a partir de la courbe d'étalonnage réalisée avec de l'acide gallique,

mesurée a une longueur d'onde de 765 nm, sont représentés dans les figure I11.2 et figure 111.3.
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Figure 111.2 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Teneur en polyphénols totaux (ugEAG/mg)
R 182,021
D 200
E
Q
5 150 A 113,75
2 87,356
= 100 -
= 45,012
= e r
c
S J t J
g 0 T T T 1
O MeOH n-BuOH AcOEt CHCI3

Les extraits

Figure 111.3: Evaluation de la teneur des polyphénols totaux des extraits de V. odorata.

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)

La figure I11.3 révele une décroissance des taux de polyphénols dans les différents extraits,
classés dans l'ordre suivant : extrait d'acetate d'éthyle, extrait n-butanol, extrait méthanolique et
extrait chloroforme. En analysant le profil de dosage des polyphénols totaux, obtenus en
extrapolant I'absorbance des extraits sur la courbe d'étalonnage de I'acide gallique, on constate
que l'extrait d'acétate d'éthyle et I'extrait n-butanol sont les plus riches en polyphénols, avec des
teneurs de (182,021 + 2,257 ug EAG/mg) et (113,075 + 2,760 ug EAG/mg) respectivement.
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L'extrait méthanolique présente une teneur intermédiaire de (87,356 + 3,119 pg EAG/mg),
tandis que I'extrait chloroforme affiche la plus faible teneur avec (45,102 + 0,493 pg EAG/mg).

Les concentrations totales de polyphénols mesurées ne représentent pas des quantités
absolues de polyphénols présentes dans le matériel de départ, mais plutdt sont établies en
fonction de leur capacité réductrice relative a une équivalence avec l'acide gallique. Les
résultats obtenus par la méthode colorimétrique fournissent des informations directes sur le
nombre de groupes polyphénoliques antioxydants contenus dans I'extrait, ce qui est

principalement influencé par la présence de groupes hydroxyles dans celui-ci [86].

Les profils polyphénoliques des extraits de plantes peuvent varier en fonction de divers
facteurs tels que la diversité des espeéces, les conditions climatiques et géographiques, les

solvants utilisés, ainsi que les méthodes d'extraction, entre autres.

111.3.2. Dosage des flavonoides totaux (TFC)

Les flavonoides ont été quantifies en utilisant la méthode du trichlorure d'aluminium
(AICI3), ou la quercétine a servi de référence. L'absorbance a été enregistrée a une longueur
d'onde de 440 nm.

La teneur en flavonoides totaux est indiquée en ug d'équivalent quercétine par mg
d'extrait (LgEQ/mg de I'extrait)., calculée a I'aide de I'équation de régression linéaire dérivée de

la courbe d'étalonnage établie avec la quercétine (Figure I11.4 et Figure 111.5).
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Figure 111.4: Courbe d’étalonnage de la Quercétine. (Chaque valeur représente une moyenne

+ écart-type, en triplicata)
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Teneur en flavonoiodes totaux (LgEQ/mQ)
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Figure 111.5 : Evaluation de la teneur de flavonoides totaux des extraits de V. odorata.

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)

D'aprés ces resultats, il est clair que tous les extraits de notre plante étudiée sont riches
en flavonoides, mais a des niveaux variables. La figure 111.5 indique que I'extrait n-butanol
présente la plus forte teneur en flavonoides (96,973 + 4,380 ug EQ/mg d'extrait), suivi par
I'extrait d'acétate d'éthyle (93,274 +£1,175ug EQ/mg d'extrait) et I'extrait méthanolique (33,263
+ 1,211 pg EQ/mg d'extrait), respectivement. En revanche, la teneur la plus faible est observee
dans I'extrait chloroforme (25,468 + 1,378 ug EQ/mg d'extrait).

Ces analyses révelent que les quantités de flavonoides dans les extraits d'acétate d'éthyle

et de n-butanol sont plus similaires en termes de concentration.

111.3.3. Test de réduction du radicale DPPH

L'activité antioxydante des quatre extraits de Viola odorata par rapport au radical
DPPH"" a été mesurée par spectrophotométrie a 517 nm, en observant la réduction de ce radical
qui se manifeste par un changement de couleur de violet a jaune. Les résultats de ce test ont été
compares a ceux des étalons de référence (Trolox et acide ascorbique). Les résultats de

cinétique d’inhibition de DPPH sont illustrés dans la figure 11.6.
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Figure 111.6: Cinétique d’activité anti-radicalaire des extraits de V. odorata sur le radical
DPPH. (Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)

Un ICso plus bas (la concentration du substrat provoquant une inhibition de 50 % de

I'activité de DPPH) indigue une activité antioxydante plus élevée.

Les valeurs de I'lCsg pour chaque extrait, ainsi que celles de Trolox et de I'acide ascorbique,

sont représentées dans 1’histogramme illustré dans la figure II1.7 et tableau II1.3

Tableau 111.3 : Valeurs de I'lCso pour l'inhibition du DPPH par les extraits et les standards.

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)

n-BuOH 110,70 £2,55
MeOH > 800
AcOEt 35,30 £1,99
CHCl;s > 800
Trolox 5,12 0,21
Acide ascorbique 4,39 +0,01
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Figure 111.7: Valeurs des ICso du test DPPH.

Les données présentées dans la figure 111.7 révelent que I'extrait d'acétate d'éthyle (AcOEt)
présente une activité antiradicalaire avec un ICsp de 35,30 + 1,99 ug/ml, soit pres de 7 fois
moins élevé que celui du standard Trolox (ICso = 5,12 £ 0,21 pg/ml) et 8 fois moins élevé que
celui de I'acide ascorbique (ICso = 4,39 + 0,01 pg/ml). Ensuite, I'extrait n-butanol (n-BuOH)
montre une valeur de ICso de 110,70 + 2,55 pg/ml, soit une activité prés de 21 fois inférieure a
celle du standard Trolox et 25 fois inférieure a celle de l'acide ascorbique. Les extraits
méthanolique (MeOH) et chloroforme (CHCIs) présentent des valeurs de 1Csg > 800, indiquant
ainsi une absence d'activité antiradicalaire par rapport aux antioxydants standards Trolox et
acide ascorbique.

Les extraits ACOEt et n-BuOH présentent des activités antioxydantes moins importantes
par rapport aux standards Trolox et acide ascorbique. Cependant, I'extrait ACOEt montre une
activité antioxydante plus élevée que I'extrait n-BuOH.

La faible capacité antioxydante des deux extraits CHCI3 et MeOH pourrait s'expliquer par

leur faible teneur en polyphénols et flavonoides.

Des etudes antérieures sur l'activité antioxydante par piegeage du radical DPPH de la plante
V.odorata ont révélé que I'extrait d'acétate d'éthyle présente une ICso de 518,25 pg/ml, soit
moins élevée que celle de I'extrait méthanol avec une ICso de 458,27 pug/ml [87], ce qui est en

contradiction avec nos résultats.
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111.3.4. Activité du piégeage du cation radical ABTS™

L'ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) est un composé
organique stable utilisé pour évaluer I'activité antiradicalaire, avec un pic d'absorption a 734
nm. En présence d'un antioxydant donneur d’hydrogéne, le cation ABTS"" subit une réduction

et passe de la couleur bleu-vert a un état neutre incolore. Les résultats sont présentés dans la

figure 111.8.
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Figure 111.8 : Courbe de pourcentages d'inhibition du radical ABTS par les extraits testés.

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)

Les valeurs d'ICsg concernant les quatre extraits, le Trolox et 1’acide ascorbique sont

résumées dans le tableau 111.4 et la figure 111.9.
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Tableau 111.4 : Pouvoir d’inhibition ICsg des extraits et du standard utilisant le test ’ABTS™

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)

n-BuOH 60,41+0,89
MeOH > 800
AcOEt 17,38+0,21
CHCl; > 800
Trolox 3,21+0,06
Acide ascorbique 3,04+0,05

Valeurs ICso du test ABTS
60,41
70 -
60 -
~ 50
% 40
2 = 0 17,38
3 20 0 321 3,04
O 10
0 L 3 - - = [
Q> Q> <& O S &
Q) Q Q) O Ny &
Ny S 9 < X
S > v ¢ < B
?9%
Extraits et Stantards

Figure 111.9 : Histogramme de la 1Cso des extraits et des standards par le test ABTS.

Les résultats présentés dans la figure 111.9 et le tableau I11.4 révelent que I'extrait AcOEt
démontre une activite anti-radicalaire notable avec un ICso de 17,38 + 0,21 ug/ml, suivi par
I'extrait n-BuOH avec un ICso de 60,41 £+ 0,89 pg/ml en comparaison avec les antioxydants
Trolox et acide ascorbique qu'ils sont utilisés comme standards avec des valeurs de ICso trées
faible (ICs0=3,21 + 0,06ug/ml) et (1Cs50=3,04 + 0,05ug/ml) respectivement. Tandis que, les
extraits CHCIz et MeOH ne demontrent pas d'activité inhibitrice significative vis-a-vis du
radical ABTS™" (ICso > 800).

La faible activité de deux extraits (CHCIz et MeOH) peut étre expliquée par leur manque
de propriété de donation d'hydrogéne et par conséquent leur faible capacite de neutraliser les

radicaux libres
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111.3.5. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

L'évaluation de cette activité base sur la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe*3), qui est de couleur jaune, en fer ferreux (Fe*?), de couleur bleu-vert, avec un pic
d'absorption maximal a 700 nm. Les valeurs de Aogs sont mesurées et comparées a celles des

standards, I'acide ascorbique et Trolox. Les résultats sont présentés dans la figure 111.10 et le
tableau I11.5.

Tableau I11.5 : Pouvoir réducteur Aos des extraits et du standard utilisant le test FRAP.

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)

n-BuOH >200
MeOH >200
ACcOEt 194,29+70,97
CHCI; >200
Trolox 5,25%0,20
Acide ascorbique 3,62+0,29
Valeurs des A, ; du test FRAP
194,29
200 !
~ 150
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Figure 111.10 : L'histogramme présente les valeurs de Aosdu test FRAP.

Une valeur plus petite de Ao indique une meilleure capacité antioxydante.

Les reésultats représentés dans la figure 111.10, montrent que 1’extrait AcOEt posseéde une

tres faible activité antiradicalaire (Aos = 194,294+70,97ug/ml), tandis que les extraits (CHCls,
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MeOH et n-BuOH ) ne possedent pas une activité réductrice significative avec des valeurs de
(Ao,5>200), en comparaison avec les standards; acide ascorbique et Trolox qui ont montré une
propriété réductrice tres élevé avec des valeur faible de (Aos = 3,62+0,29ug/ml) et (Aos =

5,2520,20 pg/ml) respectivement.

Par la suite, on peut expliquer la faible activité réductrice des trois extraits (CHCIs, MeOH
et n-BuOH) par I’absence et/ou la faible concentration des agents réducteurs, qui sont
responsables de la propriété de donation d’¢lectrons. De plus, le faible pouvoir réducteur des
extraits est probablement aux nombre réduit de groupement hydroxyle dans les composés

phénoliques qui peuvent servir comme donneurs d’électrons [88].

111.3.6. Activité de réduction par la formation du complexe Fe *2-

Phénanthroline

La méthode de la phénanthroline est couramment utilisée pour évaluer la capacité
antioxydante totale des substances antioxydantes. Cette méthode est basée sur la capacité d'un
agent antioxydant a réduire le fer trivalent (Fe™) en fer divalent (Fe™*). L'ion Fe* formé réagit
ensuite avec la phénanthroline pour former un complexe de couleur rouge orangé, qui peut
étre quantifié par sa capacité d'absorption a une longueur d'onde de 510 nm [89]

Le tableau I11.6 et la figure 111.11 présentent les valeurs d'Aos pour les quatre extraits,

le Trolox et I'acide ascorbique.

Tableau 111.6 : Les valeurs de Ao s des extraits et du standard sont obtenues en utilisant le test

de phénantroline. (Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)

n-BuOH 146,23+2,74
MeOH >200
AcOEt 55,52+14,84
CHCl3 >200
Trolox 5,21+0,27
Acide ascorbique 3,08+0,02
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Figure 111.11 : Valeurs de Aos du test de phénanthroline

Les résultats représentés dans le tableau 111.6 indiquent que les extraits d'acétate d'éthyle et
de butanol sont les plus actifs, avec des valeurs de Aosde 55,52 + 14,84 et 146,23 + 2,74 ug/ml,
respectivement. En revanche, les extraits CHCI3 et MeOH ne montrent pas d'activité réeductrice
(Ao > 200) comparativement aux antioxydants standards Trolox (Aos = 5,21 + 0,27 pg/ml) et
acide ascorbique (Aos = 3,08 + 0,02 pg/ml), quils sont utilisés comme standards car ils
présentent les propriétés réductrices les plus élevés

Les résultats des profils d'activité réductrice révélent un potentiel antioxydant tres faible
pour les extraits testés (CHCI3, MeOH), avec une capacité presque inexistante a capturer les
radicaux libres. Cette absence est attribuée au manque de propriété de donation d'électrons,
expliqué par une insuffisance de composés donneurs d'électrons. Notamment, la méthode
utilisant la phénantroline suit le mode d'action du transfert d'électrons (ET). De plus, la faible

teneur en polyphénols et flavonoides pourrait expliquer cette activité antioxydante moins
prononcée.

I111.4. Evaluation de I’activité antifongique

La présence ou lI'absence de croissance mycélienne refléte I'activite antifongique. Apreés
I'application des quatre extraits de la plante Viola odorata sur le champignon, une croissance

mycélienne est observée apres 48 heures, avec des diametres variés.

L'effet des quatre extraits sur la cinétique de croissance mycélienne est exposé dans le
tableau 111.7.
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Tableau 111.7 : Résultats du test antifongique des quatre extraits.

AcOEt 500 - 100
n-BuOH 500 4,3 70,54
MeOH 500 12,6 13,69
CHCIs 500 12,3 15,75
T(+) - 1,46 -
T(-) - 1,43 -

Les résultats montrent que les diamétres des témoins (+ et -) aprés 48 heures sont

respectivement de 1,46 et 1,43 mm de la souches Fusarium oxysporum.
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Figure 111.12 : Taux d’inhibition des quatre extraits.
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Figure 111.13 : La croissance mycélienne des quatre extraits

Dans la Figure 111.12, on peut observer que I'extrait AcOEt a I'effet le plus important par
rapport aux autres extraits, et cet effet augmente jusqu'a atteindre un taux d'inhibition maximal

de 100% a une concentration de 500 pg/ml.

La figure 111.12 et la figure 111.13 montre que I'extrait de I’acétate d’éthyle posséde le taux
d’inhibition le plus élevée (100%), suivi par l'extrait n-butanol (70,54%), et I’extrait
Chloroforme (15,75%) respectivement, tandis que la plus faible taux d’inhibition est celui de
I'extrait méthanolique (13,69%).

La croissance mycélienne des quatre extraits est illustrée dans la figure 111.13. On peut
constater que les diameétres de croissance mycélienne moyens (mm) pour les extraits d'acétate

d'éthyle, n- butanol, méthanolique et chloroforme sont respectivement de 0, 4,3, 12,6 et 12,3.

La figure 111.14 présentent les zones d'inhibition observées autour des disques imprégnés

des différents extraits étudies aprés 2 jours d'incubation a 25°C.
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Extrait Acétate d’éthyl (AcOEY) Extrait n-butanol (»-BuOH)

Figure 111.14 : Activité antifongique des extraits de I’espéce Viola Odorata.

Aprés avoir constaté I'absence de croissance fongique dans I'extrait d'acétate d'éthyle, nous
avons déplacé le disque vers le coté. 1l a été noté que méme apres ce déplacement, aucune

croissance de champignons n'était observeée.

Pour confirmer que I’extrait d’acétate était fatal aux champignons, nous avons diminué la

concentration a 250 mg/ml et avons observe les résultats apres une incubation de 6 jours a 25°C.

Figure 111.15: Activité antifongique de I’extrait ACOEt (250 mg/ml)
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Dans la figure 111.15, I'absence de développement fongique est observée. Cette observation
suggere que I'extrait d'acétate agit comme un fongicide, entravant la croissance du champignon

Fusarium oxysporum.

Une étude indique que les extraits méthanolique et chloroforme de Viola odorata originaire
d'lran, ainsi que les huiles essentielles de cette plante, n'ont présenté aucune activité
antifongique contre C. albicans [40]. Cependant, les huiles essentielles de Viola odorata ont

démontré une activité modeérée contre les hyphes et les spores d'Aspergillus niger [51]

111.5. Activité antibactérienne

L'effet antibactérien des extraits de la partie aérienne de la plante a été étudié in vitro sur
deux souches bactériennes a l'aide de la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé. On
a evalué cette activité en mesurant le diameétre de la zone d'inhibition autour des disques
contenant les échantillons testés par rapport a deux types de bactéries : Staphylococcus aureus
a Gram positif et Escherichia coli a Gram négatif. Les résultats obtenus sont présentés dans les
tableaux et les figures ci-dessous.
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Tableau 111.8: Résultats du test antibactérien des quatre extraits.

Diametre de la zone d’inhibition des
Souches bactériennes (mm)
Extraits | Concentrations
Staphylococcus aureus | Escherichia coli
200 mg/ml 15,66 14,33
100 mg/ml 21,00 16,66
CHCIs 50 mg/ml 15,00 16,66
25 mg/ml 13,66 17,33
200 mg/ml 23,66 19,66
100 mg/ml 22,00 20,66
AcOEt
50 mg/mi 17,00 20,00
25 mg/ml 17,66 18,00
200 mg/ml 15,33 14,33
100 mg/ml 13,00 12,66
n-BuOH
50 mg/ml 15,33 16,33
25 mg/mi 13,33 16,66
200 mg/ml 13,33 14,66
100 mg/ml 14,66 15,33
MeOH
50 mg/mi 14,66 15,66
25 mg/ml 14,66 15,33
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Tableau 111.9 : Photos montrant la sensibilité des bactéries avec les quatre extraits

Extraits

MeOH

n-BuOH

AcOEt

CHClIs

Staphylococcus aureus Escherichia coli
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Figure 111.17: T- et T+ Escherichia coli

D’apres les résultats présentent dans le tableau 111.9, La méthode de diffusion sur disques a

montré la présence d’une moyenne et trés sensible activité pour nos extraits sur la plupart des

souches bactériennes utilisées (Staphylococcus aureus, Escherichia coli)

On constate que I'extrait Méthanol a la concentration 200 et 100 et 50, 25 mg/ml montre
une activité antibactérienne (sensible) contre Staph.aureus avec une zone d'inhibition
de 13,33 ,14,66 et 14,66, 14,66 mm respectivement, I’extrait méthanolique montre
aussi une activité contre E.coli avec une zone d’inhibition de 14,66, 15,33 et 15,66,
15,33 mm respectivement toujours dans les méme concentrations (200, 100 et 50, 25

mg/ml).

L’extrait Acétate a la concentration de 200 et 100, 50, 25 mg/ml respectivement,
montre la présence d’une sensibilité antibactérienne contre les deux souches étudiées,
pour la Staphylococcus aureus la zone d’inhibition de 23,66mm et 22 et 17 et 17,66
mm, et pour I’E.coli la zone d’inhibition de 19,66 et 20,66 et 20 et 18,00 mm.
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e L’extrait n-butanol & une concentration de 200, 100, 50, 25 mg/ml respectivement
montre une activité antibactérienne contre la souche Staph. Aureus avec une zone
d’inhibition de 15,33, 13, 15,33 et 13,33 mm, Pour E.coli la sensibilité ou la zone
d’inhibition a été observé avec une zone d’inhibition de 14,33 et 12,66 et 16,33; 16,66

mm

e [L’extrait chloroforme a une concentration de 200, 100, 50, 25 mg/ml respectivement
montre une activité antibactérienne contre les deux souches Staph.aureus, E.coli, avec
des zones d’inhibitions de 15,66 mm et 21 mm et 15 mm et 13,66mm respectivement
avec Staph.aureus ; E.coli avec une zone d’inhibition de 14,33 mm et 16,66 mm et

16,66mm et 17,33mm respectivement.

Enfin on peut dire que I’extrait MeOH possédé un activité bactérienne classé comme
sensible et I'extraits n-BuOH et CHCls classé comme trés sensible avec des souches étudiees,
la méme remarque pour Acétate qui possede une sensibilité trés élevé vis - a- vis les souches
étudiées.

Selon la bibliographie, divers facteurs peuvent avoir un impact sur la détermination de
I'activité antibactérienne, tels que le type de micro-organismes visés (Gram+ ou Gram-), la
concentration (la résistance des souches bactériennes peut étre liée a la capacité de I'agent
antibactérien a se diffuser de maniére homogeéne dans la gélose et a la charge des disques par
I'agent antibactérien), le type d'extrait utilisé, ainsi que le solvant utilisé pour I'extraction, et

enfin la partie de la plante utilisée.

Les études indiquent que la Viola odorata, originaire d'lran, présente une activité
antimicrobienne significative contre les bactéries phytopathogénes & Gram négatif [52]. Les
extraits de méthanol et d'éthanol des feuilles de Viola odorata se sont averés efficaces contre
toutes les souches bactériennes testées, I'extrait d'éthanol montrant une inhibition plus marquée

contre E. coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa [53].
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La grande variété de plantes médicinales traditionnellement reconnues dans notre pays
renferme un riche ensemble de métabolites secondaires aux propriétés thérapeutiques et
pharmacologiques spécifiques, qui meéritent d'étre explorées plus en profondeur par la

recherche scientifique.

Ce travail nous a permis en premier lieu de maitriser des techniques analytiques de base
tels que I’analyse qualitative et quantitative des métabolites secondaires issus des extraits
d’une plante médicinale du genre Viola qui appartient a la famille des Violacees, ainsi que,
nous avons procédé a 1’évaluation de son potentiel antioxydant, antifongique et

antibactérienne.

L'analyse qualitatif par criblage phytochimique a révélé la présence de composés
phénoliques tels que les tanins, les anthocyanes, ainsi que des terpénoides et des alcaloides

dans cette plante.

Du point de vue quantitatif, lI'analyse du contenu total en polyphénols a révélé des
quantités significatives dans les trois extraits ACOEt, n-BuOH et MeOH. De plus, les dosages
des flavonoides ont montré des niveaux élevés dans les extraits d'acétate d'éthyle et de n-

butanol.

Le potentiel antioxydant des extraits a été évalué a l'aide de plusieurs méthodes. Les
résultats indiquent que I'extrait d'acétate d'éthyle présente une activité antioxydante
significative, tandis que les extraits de méthanol et de chloroforme montrent une activité
antioxydante considérablement plus faible par rapport aux standards utilisés, tels que l'acide
ascorbique et le Trolox.

En ce qui concerne l'activité antifongique, les quatre extraits de Viola odorata ont été
évalués pour leur efficacité contre Fusarium oxysporum. Il a été observé que I'extrait d'acétate

d'éthyle a totalement inhibé la croissance de ce dernier.

La méthode de diffusion par la gelose permet d'évaluer les capacités antibactériennes de
différents extraits sur deux souches bactériennes : Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
La sensibilité des deux bactéries avec l'extrait ACOEt est extrémement élevée dans les

différentes concentrations.

En conclusion, I'étude des extraits de cette plante ouvre des perspectives encourageantes
pour le développement de nouvelles applications et marque une avancée initiale dans la
recherche sur les composés naturels biologiquement actifs. Les résultats obtenus suggérent

que I'extrait d'acétate d'éthyle présente une activité antifongique remarquable.
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RESUME

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique et 1’évaluation des activités biologiques
(activité antioxydante, antibactérienne et antifongique) des extraits d’une plante médicinale du

genre Viola qui appartient a la famille des Violacées.

Les résultats de I'analyse phytochimique qualitative ont révélé une abondance notable de
différents métabolites secondaires dans les extraits de cette plante, tels que les tanins, les

anthocyanes, les terpénoides et les alcaloides.

L'évaluation quantitative des polyphénols et flavonoides totaux a indiqué que les extraits

AcOEt et n-BuOH présentent des concentrations similaires.

Le potentiel antioxydant est évalué a l'aide d'une gamme de tests in vitro, y compris le
piégeage des radicaux libres (DPPH), le piégeage des radicaux libres (ABTS), la
phénanthroline, et le pouvoir réducteur (FRAP). Les résultats ont montré que I'extrait

d'acétate d'éthyle présente un pouvoir antioxydant significatif.

La méthode de diffusion sur gélose a été employée pour évaluer I'activité antibactérienne des
quatre extraits. Les résultats obtenus révélent que l'extrait ACOEt montre une activité
antibactérienne prometteuse contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli. De plus, les
extraits de la plante ont été testés pour leur activité antifongique contre Fusarium oxysporum,

et I'acétate d'éthyle a présenté des résultats satisfaisants en tant qu'agent fongicide.

Mots clés : V. odorata, Activité antioxydante, Activité antibactérienne, Activité antifongique.



ABSTRACT

This work is devoted to the phytochemical study and evaluation of the biological activities
(antioxidant, antibacterial and antifungal activity) of extracts from a medicinal plant of the

Viola genus, which belongs to the Violaceae family.

The results of the qualitative phytochemical analysis revealed a significant abundance of
various secondary metabolites in the extracts of this plant, such as tannins, anthocyanins,

terpenoids and alkaloids.

Quantitative evaluation of total polyphenols and flavonoids indicated that AcOEt and n-

BuOH extracts had similar concentrations.

Antioxidant potential was assessed using a range of in vitro assays, including free radical
scavenging (DPPH), free radical scavenging (ABTS), phenanthroline, and reducing power

(FRAP). The results showed that ethyl acetate extract has significant antioxidant power.

The agar diffusion method was used to assess the antibacterial activity of the four extracts.
The results show that the AcOEt extract shows promising antibacterial activity against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. In addition, the plant extracts were tested for
their antifungal activity against Fusarium oxysporum, and ethyl acetate showed satisfactory

results as a fungicidal agent.

Key words: V. odorata, Antioxidant activity, Antibacterial activity, Antifungal activity.
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