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 Résumé  

 

      Silybum marianum ou chardon Marie est une plante médicinale, appartenant à la famille des 
astéracées, la plus largement utilisée à travers le monde, pour sa richesse en substances 
bioactives. L'objectif principal de cette étude est l’évaluation de l’efficacité de deux méthodes 
d’extraction (macération et décoction) de composés phénoliques à partir des différentes 
parties végétales (feuilles, tiges et fleurs) de Silybum marianum, ainsi que la détermination 
quantitative de l’efficacité de différents solvants d’extraction utilisés. 

      L’évaluation de l’efficacité des méthodes d’extraction dans les différents extraits bruts a 
été estimée en quantifiant les teneurs en composés phénoliques par des méthodes 
spectrophotométriques et en déterminant les activités antioxydantes in vitro, par deux tests à 
savoir ; la capacité antioxydante totale et le pouvoir de piéger du radical libre DPPH•.                    
En outre, l’évaluation du pouvoir antimicrobien a été réalisée par deux techniques ; 
la méthode de diffusion des disques et la méthode de dilution sur milieu solide. 
L’identification des composés phénoliques des extraits actifs a été réalisée par RP-HPLC. 

      Le screening phytochimique a révélé la richesse en contenu phénolique des différents 
extraits obtenus avec différents solvants d’extraction. Les résultats ont montré que l’extrait 
hydro-méthanolique des feuilles obtenu par macération, a révélé la teneur la plus élevée en 
polyphénols totaux (18.75± 0.55 mg EAG/g MS), tandis que l’extrait hydro-éthanolique des 
feuilles, obtenu par décoction a enregistré la meilleure teneur en flavonoïdes (5.08 ± 0.57 mg 
EC/g MS). La plus forte teneur en tanins condensés est observée pour l’extrait aqueux des 
tiges, obtenu par décoction (04.14 ± 0.82 mg EAT/g MS). 

       La meilleure activité de piégeage du radical DPPH˙ par rapport à l’antioxydant de 
synthèse (acide ascorbique), est montrée avec l’extrait hydro-éthanolique des fleurs obtenu 
par décoction avec une IC50de 2.099 ± 0,08 µg/ml. L’extrait hydro-éthanolique de la tige, 
donne la plus grande capacité antioxydante totale (172.04 ±26.06 mg EAG/g MS). Une forte 
corrélation linéaire a été établie, entre les teneurs en flavonoïdes et l’activité antiradicalaire. 

       L’étude de l’activité antimicrobienne, montre un remarquable effet antibactérien de 
l’extrait hydro-méthanolique et de l’extrait hydro-acétonique par décoction de la tige vis-à-vis 
des souches Microccocus luteus (ATCC 10240) et Escherichia coli (ATCC 8739), 
respectivement avec une CMI=6.25 mg/ml. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) s’est 
montré sensible au contact de l’extrait hydro-méthanolique des fleurs par macération, avec 
une CMI de 12.5 mg/ml, alors que Staphylococcus aureus (ATCC 6538) est inhibé par 12.5 
mg/ml d’extrait hydro-éthanolique obtenu des fleurs par décoction. 
La séparation des extraits par RP-HPLC montre la présence de certains flavonoïdes, de tanins 
condensés et de dérivés phénoliques. 
      On peut conclure que l’extraction des composés phénoliques à partir de différents 
échantillons végétaux est fortement influencée par le type de solvant et la méthode 
d’extraction utilisée, ainsi que par la capacité de l’échantillon végétal à se solubiliser dans les 
solvants. Il est donc très difficile de préétablir un mode d’extraction standard approprié pour 
tous les composés phénoliques. 
 
Mots clés : Silybum marianum, composés phénoliques, solvant d’extraction, 
macération, décoction, activité antioxydante, activité antimicrobienne, RP-HPLC. 



 Abstract 

 

       Silybum marianum or milk thistle is a medicinal plant, belonging to the Asteraceae family, 
the most widely used around the world, for its richness in bioactive substances. The main 
objective of this study is to evaluate the efficacy of two methods of extraction (maceration and 
decoction) of phenolic compounds from different plant parts (leaves, stems and flowers) of 
Silybum marianum, and quantitative determination. The effectiveness of the various extraction 
solvents used. 

      The evaluation of the efficiency of the extraction methods in the various crude extracts was 
estimated by quantifying the contents of phenolic compounds by spectrophotometric methods 
and by determining the antioxidant activities in vitro, by two tests namely; total antioxidant 
capacity and the ability to trap the free radical DPPH•. In addition, the evaluation of 
antimicrobial potency was performed by two techniques; the disk diffusion method and the 
solid-state dilution method. The identification of the phenolic compounds of the active extracts 
was carried out by RP-HPLC. 

      The phytochemical screening revealed the richness in phenolic content of the various 
extracts obtained from several extraction solvents. The results showed that the aqueous 
methanol leaf extract obtained by maceration, revealed the highest content of total polyphenols 
(18.75 ± 0.55 mg EAG / g MS), while, aqueous ethanol extract of the leaves, obtained by 
decoction recorded the best content of flavonoids (5.08 ± 0.57 mg EC / g MS). The highest 
content of condensed tannins is observed for the aqueous extract of the stems, obtained by 
decoction (04.14 ± 0.82 mg EAT / g MS). 

      The best activity for trapping the DPPH˙ radical relative to the synthetic antioxidant 
(ascorbic acid) is shown by the aqueous ethanol flower extract obtained by decoction with an 
IC50 of 2.099 ± 0.08 µg / ml. The aqueous ethanol extract of the stem, gives the greatest total 
antioxidant capacity (172.04 ± 26.06 mg EAG / g MS). A strong linear correlation was 
established between flavonoid contents and antiradical activity. 

      The study of the antimicrobial activity shows a remarkable antibacterial effect of the 
aqueous methanol extract and the aqueous acetonic extract by decoction of the stem with respect 
to the Microccocus luteus (ATCC 10240) and Escherichia coli (ATCC 8739), strains, 
respectively with a MIC = 6.25 mg / ml.  Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) was sensitive 
to contact with the aqueous methanol extract of the flowers by maceration, with a MIC of 12.5 
mg / ml, where as Staphylococcus aureus (ATCC 6538) is inhibited at 12.5 mg / ml by the 
aqueous ethanolic extract of the flowers by decoction.  
The separation of the extracts by RP-HPLC shows the presence of certain flavonoids, 
condensed tannins and phenolic derivatives. 

      Finally, it is concluded that the extraction of phenolic compounds from different plant 
samples is strongly influenced by the type of solvent and the extraction method used, as well 
as the ability of the plant sample to solubilize in solvents. It is therefore very difficult to pre-
establish an appropriate standard extraction method for all phenolic compounds. 

 

Key words: antimicrobial activity; RP-HPLC; antioxidant activity; decoction ; extraction 
solvent , maceration; phenolic compounds ; Silybum marianum . 
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  À travers les siècles, l’homme a pu développer l’utilisation des plantes comme source 

essentielle de médicaments. Aujourd’hui, des principes actifs de ces plantes entrent dans la 

composition d’une grande partie de médicaments et produits de soins, grâce à leur richesse en 

métabolites secondaires potentiels (Proestos et al., 2006 ; Chaouch, 2014).  

       En effet, plusieurs travaux scientifiques sont menés sur les plantes médicinales pour la 

recherche et la valorisation de nouvelles molécules.  Ces dernières représentent les principaux 

groupes dotés d’une puissante activité antioxydante ou piégeurs de radicaux libres ou d’autres 

activités biologiques (Bettaieb et al., 2016).  

        Les composés phénoliques sont présents chez tous les végétaux supérieurs. Ce sont des 

composés très hétérogènes tant par leur composition que par leur structure (Ramawat et al., 

2008).  

Ils correspondent à une très large gamme de structures chimiques. Ils sont caractérisés par une 

répartition qualitative et quantitative très inégale selon les espèces considérées mais aussi 

selon les organes, les tissus et les stades physiologiques (Macheix ,1996 ; Karmakar et al., 

2011). De plus, ils ont des propriétés physico-chimiques très différentes influençant 

l'extraction des polyphénols (Michel, 2011).   

       La technique d’extraction est une étape très importante dans l’isolement et la récupération 

des principes actifs de ces métabolites existant dans le matériel végétal, et dans leur 

identification (Quy Diem et al., 2014). Classiquement, les composés phénoliques sont extraits 

par macération ou extraction à reflux avec un mélange hydro-alcoolique (Azmir et al., 2013). 

       De nombreuses recherches ont porté sur l’étude de l’effet de paramètres expérimentaux, 

comme le mode d’extraction et le type du solvant, ainsi que sur la variation quantitative des 

composés phénoliques des extraits des plantes, et leur pouvoir antioxydant. L’extraction de 

ces composés à partir des différents échantillons de végétaux est fortement influencée, d’une 

part par la nature et la concentration des solvants d’extraction et de pénétration dans la 

matière végétale, et d’autre part la capacité de l’échantillon végétal à se solubiliser dans les 

solvants (Sulaiman et al., 2011 ; Mahmoudi et al., 2013).  À cet effet, il est très difficile de 

choisir un solvant approprié pour l’extraction des polyphénols à partir de tous les échantillons 

végétaux. 

       Par sa situation géographique, l’Algérie offre une végétation riche en plantes aromatiques 

qui poussent spontanément. En conséquence, nous nous sommes intéressés à la valorisation 
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de la plante sauvage Silybum marianum tout d’abord pour l’obtention et la caractérisation 

d’une enzyme coagulant le lait (Benchaachoua, 2010) ; puis à l’étude des propriétés 

antimicrobiennes et antioxydantes des différentes parties de Silybum marianum. C’est une 

plante annuelle à bisannuelle appartenant à la famille des astéracées ou composées. Elle est 

utilisée depuis plus de deux mille ans en médecine traditionnelle européenne (Morazzoni, 

1995).  

      Selon Belouahem (2009), le chardon Marie est particulièrement répandu dans les hauts 

plateaux, la steppe, le sud de l'Atlas saharien, les pâturages sablonneux et les lieux un peu 

humides. Cette plante présente un intérêt médicinal et pharmaceutique important grâce à sa 

richesse en substances bioactives. Les propriétés sont dues à la présence de la silymarine avec 

une concentration d'environ 70 - 80%, responsable de la plupart des effets thérapeutiques de 

la plante (Svobodova et al., 2006).  Le chardon Marie détient une valeur biologique et 

médicinale importante, mais reste peu étudié en Algérie.  

       Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés à déterminer les meilleurs solvants et 

techniques d’extraction des composés phénoliques dans les feuilles, tiges et fleurs de Silybum 

marianum et à évaluer l’influence de ces paramètres sur l’activité antioxydante afin d’élargir 

les perspectives de valorisation des produits naturels.  

Cette étude comporte deux parties : 

      La première aborde une étude bibliographique qui traite des notions sur la présentation 

bibliographique de la plante étudiée ; sur l’intérêt des composés phénoliques et sur les 

oxydants et les antioxydants. 

      La deuxième, envisage le travail expérimental qui comporte deux axes : 

� Dans le premier, nous avons réalisé une étude qualitative et quantitative par 

l’extraction et la détermination des teneurs en composés phénoliques (phénols totaux, 

flavonoïdes et tanins) dans laquelle nous nous sommes intéressés à évaluer le pouvoir 

antioxydant et antimicrobien des extraits des différentes parties de la plante suivi d’une 

analyse par chromatographie en phase liquide à haute performance en phase inversée 

(RP-CLHP)  

� Dans le deuxième, nous discutons les résultats obtenus. Enfin, nous clôturons notre 

étude par une conclusion générale suivie d’éventuelles perspectives. 
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      Les plantes fabriquent une grande diversité de métabolites secondaires dont la plupart des 

molécules nécessaires à leur défense ( Suty, 2015). Les métabolites secondaires contrairement 

aux métabolites primaires, ne participent pas directement à l'assimilation des nutriments, ni à 

leur transformation et sont chimiquement différents des métabolites primaires. 

Malgré leur faible poids moléculaire, pour certains, leur structure peut- être d'une très grande 

complexité. Leur fonction essentielle est de défendre et de protéger la plante contre toutes 

sortes d'agents pathogènes, de parasites phytophages ou de prédateurs. Ils sont aussi 

synthétisés en réaction au facteur abiotique tel que la sécheresse ou l’effet des rayons 

ultraviolets et autres. 

Les composés phénoliques sont présents chez tous les végétaux supérieurs. Ils correspondent 

à une très large gamme de structures chimiques et sont caractérisés par une répartition 

qualitative et quantitative très inégale selon les espèces considérées mais aussi selon les 

organes, les tissus et les stades physiologiques (Tsao et al., 1995 ; Macheix, 1996).  

I.1.Famille des Astéracées 

La famille des Astéracées (Composées) est une famille appartenant aux Dicotylédones, 

regroupe 24000-30000 espèces de plantes réparties de 1600 à 1700 genres (Chaouch, 2014) 

C’est une famille répandue dans le monde entier, mais principalement dans les régions 

tempérées. Dans le secteur phytogéographique oranais, on trouve cette famille avec 38 genres 

et 67 espèces (KaziTani et al., 2010). On y trouve surtout des plantes herbacées même s'il 

existe des arbres, des arbustes ou des lianes dans cette famille (Guinard & Dupont, 2007).  

Les Asteraceae ont la caractéristique commune d’avoir des fleurs réunies, groupées en 

capitules denses, sans pédoncules, placées sur l'extrémité d'un rameau ou d'une tige et 

entourées d'une structure formée par des bractées florales (Raven et al., 2014).  

  I.2. Présentation du Chardon Marie (Silybum marianum) 

Le chardon-Marie (Silybum marianum) est une plante annuelle à bisannuelle appartenant à la 

famille des Astéracées ou composées (Vincent, 2000), utilisée depuis plus de deux mille ans 

en médecine traditionnelle Européenne (Morazzoni et al., 1993 ; Roux, 2005). 

Si le terme Silybum désigne en Grec et en latin un chardon comestible (Fournier, 1947), le 

qualificatif marianum proviendrait d’une légende selon laquelle les taches laiteuses marquant 

les feuilles proviennent du lait tombé du sein de Marie lorsqu’elle allaita Jésus, cachée sous 
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un bosquet de chardons pour échapper aux persécutions d’Hérode (Edzard & Pittler, 2005 et 

Charrié et al., 2017). 

Le chardon Marie est une plante médicinale très ancienne, cité dans la Bible par Pline et par 

Dioscoride dans son Materia medica comme une plante médicinale du genre chardon. Le 

terme « Silybum » est dérive du grec silybon ou silybos qui veut dire « houppe » (Rodzko, 

2000). Le terme marianum se réfère à La Vierge Marie (Morazzoni &Bombardelli, 1995). 

I.3. Historique du chardon Marie  

Les Grecs de l'antiquité utilisaient déjà le chardon-Marie pour traiter les troubles hépatiques et 

biliaires. Pline l'ancien recommandait de prendre le jus de la plante mélangé à du miel pour « 

éliminer les excès de bile ». Au moyen Âge, on disait que la plante pouvait combattre la bile 

noire ou la mélancolie. Au XIXe siècle, les médecins américains l'ont employé pour soigner 

les affections liées, aux troubles menstruels, aux varices, au foie, à la vésicule biliaire et aux 

reins. Aujourd’hui, le chardon-Marie est employé dans plusieurs préparations 

pharmaceutiques destinées au traitement de divers troubles hépatiques et biliaires. 

En médecine classique, elle est utilisée pour la prévention et le traitement de divers troubles 

hépatiques : hépatite, cirrhose, calculs biliaires, ictère (jaunisse) et dommages causés au foie 

par des substances toxiques.  

La Commission Européenne a approuvé, en 1989, l'usage de l'extrait normalisé à 70-80% de 

silymarine pour traiter les intoxications hépatiques et comme adjuvant en cas d'hépatite et de 

cirrhose du foie. En 2002, l'Organisation Mondiale de la Santé reconnaissait sensiblement les 

mêmes usages. 

  I.4. Noms vernaculaires 

Les différentes appellations de la plante en français, arabe, berbère, anglais et allemands sont 

les suivants : 

� Noms vernaculaires en français : Chardon-Marie, artichaut sauvage, chardon 

argenté, chardon notre-dame, chardon marbré, épine blanche, lait de notre-dame, 

silybe de Marie (Fournier, 1947; Echelberger, 1987). 

� Noms vernaculaires en arabe : Chouk el djemel, Bou-zeroual, Ousûk ez-zerwal, 

Chouq boutli, Hacoub et Lichilich, Qortom, Harshaf barri, Shouk el-nasara. 
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� Noms vernaculaires en targui ou berbère : Tawra, Douj-n’ilour man (Beloued, 

2009). 

� Noms vernaculaires en anglais:   Milk thistle, Holy thistle, Lady’s thistle, Marian 

thistle, st Mary thistle, Silybum. Blessed milk thistle, Mediterranean milk thistle, 

Variegated thistle (Hammouda et al., 2005; Dubé, 2010). 

� Noms vernaculaires allemands : Mariendistel (Fournier, 1947 ; Beloued, 1998). 

  I.5.Position Systématique 

La systématique du chardon Marie selon Deysson (1967), Guignard et al., (1996), Spichiger et 

al., (2004) ; Winston et al., (2008) est comme suit : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  I.6. Habitat et Origine 

Originaire du bassin méditerranéen (Bezanger et al., 1980), le Chardon-Marie affectionne 

les terrains secs et ensoleillés (terres incultes, bords des chemins) jusqu’à 700 m d’altitude 

(Bradly ,2006). La plante a gagné toute l’Europe occidentale et centrale, l’Afrique du Nord, 

le Moyen- Orient et s’est naturalisée en Amérique du Nord (Morazzoni et al., 1995 ; Charrié 

et al., 2017). 

En Algérie, d'après Quezel & Santa (1963), Belouahem (2009), le chardon Marie est 

particulièrement répandu dans les hauts plateaux, la steppe, le sud de l'Atlas saharien, les 

pâturages sablonneux et les lieux un peu humides.  

Embranchement : Phanérogames 

Sous - embranchement : Angiospermes 
 

Classe : Magnoliopsida 

Ordre : Astrales 
 

Famille : Asteraceae (Composées) 
 

Sous-famille : Tubuliflores 
 

Genre : Silybum 

 
Espèces : Silybum marianum (L). Gaerthn 
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Le chardon -Marie est aujourd'hui répandu en tous lieux, en Amérique du Nord, si bien qu'on le 

trouve tant au Canada qu'au Mexique, Nouvelle-Zélande, Australie, Afrique du Sud, Chili et 

Argentine (Darbyshire, 2003 ; Winston et al., 2008). 

  I.7.Description morphologique  

� Racines 

D'après Sindel (1991), la plante est caractérisée par une racine pivotante, forte, longue, épaisse et 

fibreuse (Figure 01). 

� Tiges 

 Généralement ramifiés, atteignant environ 20 à 150 cm de haut (Couplan, 2007), dressées, très 

souvent rameuses vers le haut (Bezanger et al., 1980), portent peu de feuilles sur la 

partie supérieure (Ditomaso, 2007). 

� Feuilles 

 Selon Bayer et al., (1990), le chardon Marie est caractérisé par ses grandes feuilles vertes pâles 

brillantes, tachées de blanc lobées et ondulées, et bordées de dents épineuses à pointe jaune très 

acérée (Quezel et al., 1963). Les feuilles de la base sont pétiolées, découpées en lobes à bords 

dentés épineux, en rosettes (Sindel, 1997). Les feuilles supérieures sont plus petites et plus 

étroites réduites et embarrassantes, à bord moins découpé, mais très épineux, avec des marbrures 

laiteuses caractéristiques (Morazzoni et al. ,1995). 

� Fleurs 

 Les fleurs sont toutes tubuleuses réunies en capitules terminaux, solitaires, dépassant souvent 

6 cm de diamètre, la plupart sont pourvues d’une épine atteignant jusqu’à 5 cm. La corolle est 

dentée, de couleur pourpre, 5 étamines forment un tube autour du style (Ditomaso, 2007). 

Elles fleurissent depuis le mois de juin jusqu’au mois d’août. 

� Fruits  

Les akènes, souvent improprement désignées par le terme de « graines », de couleur gris pâle 

à brun, stries de bandes longitudinales foncées, de 6 à 7 mm, plats, lisses, et brillants, surmontés 

d'une aigrette blanche (Sindel, 1997 ; Bruneton, 2016). 
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Figure 01 : Morphologie des différentes parties de Silybum marianum (Chardon Marie). 

 

  I.8. Constituants chimiques de Silybum marianum 

     I.8.1. Principaux composants du fruit  

 L’akène du chardon Marie contient entre 1,5 à 3 % de silymarine, un mélange de différents 

flavanolignanes, isolé en 1968. Les principaux composants sont la silybine, la silychristine, la 

silydianine et l’isosilybine (Figure 02).  Ce sont les molécules les plus actives du chardon 
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Marie et les principaux composés responsables de l’action thérapeutique de la plante (Dube, 

2010). 

Il contient aussi des flavonoïdes : quercétol, taxifoline, éryodictyol, chrysoériol, naringine et 

quelques autres (notamment du dihydrokaempférol, du kaempférol, de l’apigénol et du 

naringétol…) qui présentent eux aussi des propriétés intéressantes) (Ramawat & Merillon, 

2008).  

 Le fruit renferme des lipides (20 à 30 %) concentrés en acides gras insaturés : acide 

linoléique (60 %), oléique (30 %) et palmitique (9 %). Ainsi que du tocophérol (0.038 % 

environ), les stérols (cholestérol, stigmastérol, sitostérol…), des protéines qui représentent 

environ (25 à 30 %), des sucres, et des minéraux (Ramawat &Merillon,2008 ; Bruneton, 

2016 ; Charrié et al., 2017). 

     I.8.2. Les principaux composants de la partie aérienne 

La partie aérienne renferme des flavonoïdes : apigénine, kaempférol, lutéolol et leurs 

hétérosides. On trouve des stérols dont du campestérol, stigmastérol, sitostérol et des dérivés 

polyacétyléniques.  Divers composés : acide fumarique, céramide, asperglaucide sont aussi 

présents (Charrié et al., 2017). 

Selon Amrani (2006), le chardon Marie présente des teneurs élevées en calcium dans tous les 

organes du végétal (feuilles, graines, tige et racines). 
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Figure 02 : Les flavanolignanes majeures de la silymarine (Abouzid et al., 2016). 

  I.9. Propriétés et activités biologiques de la plante  

Le Silybum marianum est une plante très riche en substances actives de point de vue 

médicinal, ses propriétés sont dues à la présence de la silymarine avec une concentration 

d'environ 70-80% (Svobodova et al., 2006), responsable de la plupart des effets 

thérapeutiques de la plante. Depuis des siècles, la silymarine a été largement utilisée pour ses 

effets hépato-protecteurs, bien que d'autres effets bénéfiques sur la santé soient reconnus 

depuis quelques années (Tableau 01), entre autres : 
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� La silybine neutralise efficacement différents radicaux libres incluant les radicaux 

hydroxyles et peroxyle ainsi que l’ion hypochlorite (Mira et al., 1994). 

� La silymarine, inhibitrice de la peroxydation des lipides membranaires et antiradicalaires, 

inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires. Elle aurait un effet stabilisateur de 

membrane, en présence de dommages induits par des xénobiotiques (dans le cas de la 

toxine des amanites, interagirait de façon compétitive avec les sites impliqués dans la 

capture de cette toxine). Par ailleurs, elle stimule l'ARN-polymérase : la stimulation de la 

synthèse protéique augmenterait la capacité de régénération du tissu hépatique (Baud et 

al., 2013, Bruneton,2016). 

� La silymarine neutralise les radicaux libres qui peuvent endommager les cellules exposées 

aux toxines. Elle a une activité antioxydante dix fois supérieure à celle de la vitamine E. 

Elle contribue au maintien du pool glutathion responsable de la détoxification hépatique 

(enzymes de phase 2), réduit l’augmentation des transaminases et des phosphatases 

alcalines, (Asghar & Masood, 2008), et protège vis-à-vis du stress oxydatif (Haddad, 

2008). 

� La silymarine a la capacité de bloquer la fibrose, un processus qui contribue au 

développement de la cirrhose chez des personnes ayant une inflammation du foie 

consécutive à une maladie, à un abus d'alcool ou à une hépatite (Heratchian, 2007 ; 

Conan, 2016). 

� Des données accumulées depuis une dizaine d’années montrent que la silymarine inhibe, 

in vitro, la prolifération de diverses lignées de cellules tumorales, c’est un protecteur à 

l’encontre d’agents cancérogènes (Bruneton,2016). Elle diminue la toxicité rénale, à un 

effet hypoglycémiant (Krzesinski& Scheen, 2015). 

� Enfin, Silybum marianum : est une plante médicinale qui possède de nombreuses vertus 

antiémétiques, antispasmodique qui apaisent les crampes digestives. On lui reconnaît par 

ailleurs une fonction veinoprotectrice et hypotensive. La plante est de plus galactogène et 

antidépressive (Mouzali, 2016). 

 

Quelques activités biologiques de Silybum marianum en fonction des composés actifs sont 

résumées dans le tableau suivant : 
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Tableau 01 : Activités biologiques en fonction des composés actifs de Silybum marianum 

(Alaoui, 2016). 

 
Composés actifs du  
Chardon Marie 

 
Activités Biologiques 

 
 
Flavonoïdes 
  

 

-Diurétique, anti-azotémique, antispasmodique,-
anti-ulcère gastrique, anti-inflammatoire. 
-Inhibe l'agrégation plaquettaire in vitro. 

Flavonols 
Catéchols 

 
 

 

-Propriétés antioxydantes. 
-Réduit les risques coronariens. 

 

 

 
Silymarine 

 

-Traitement des maladies hépatiques. 
-Neutralise l’hépatotoxicité de la phalloïdine et 
l’amanitine. 
-Réduit l’accumulation de collagène dans le foie 
chez les rats.  
-Effet positif sur le diabète induit par l’alloxane 
chez les rats. 
-Protection du pancréas exocrine de la toxicité. 

Flavanolignanes :  
Silandrine3deoxysilychristine,  
Silibinine, Silymonine,  
Silydianine- Quercétol 

 
-Provoque la peroxydation membranaire. 
-Responsable de l’activité antioxydante. 
 

Quercétol  
 

-Propriétés de protection cellulaire. 

 

  I.10. Propriétés antioxydantes 

Tout comme d’autres flavonoïdes, la silymarine contient un grand nombre de constituants 

actifs incluant les flavonoïdes aux propriétés antioxydantes, empêchant ainsi certains produits 

toxiques de causer des lésions au foie. Le composé le plus actif biologiquement est la silybine. 

Plusieurs études ont prouvé son efficacité thérapeutique par rapport aux autres composants de 

la silymarine (Foster, 1997). Mira et al., (1994) ont montré in vitro que la silybine neutralise 

efficacement différents radicaux libres incluant les radicaux hydroxyles et peroxyle ainsi que 

l’ion hypochlorite. Ils ont aussi montré une inhibition de la peroxydation des lipides 

membranaires.  

L’effet antioxydant de la silybine a été observé chez des rats ayant une intoxication aiguée 

provoquée par de l’éthanol ou du paracétamol. Ces deux composants induisent une 

peroxydation qui a pour conséquence une déplétion marquée du glutathion dans le foie. Un 
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traitement par la silymarine ou la silybine protège les animaux du stress oxydatif produit sur 

le foie par l’éthanol ou le paracétamol (Valenzuela et al., 1985). Par ailleurs les différentes 

molécules constituantes du chardon-Marie semblent avoir des rôles variables selon la 

molécule utilisée pour provoquer expérimentalement la peroxydation membranaire : les 

flavanolignanes, principalement la silandrine, la 3-deoxysilychristine, la silibinine, la 

silymonine, la silydianine et le quercétol semblent dans tous les cas être les principaux 

responsables de cette activité antioxydante (Hikino et al., 1984). 

Une autre étude de Miguez et al., (1994) a montré que les effets antitoxiques de la silymarine 

ou de la silibinine étaient attribuer à leurs propriétés antioxydantes et à leur capacité à 

neutraliser les espèces réactives de l’oxygène pour la détoxification des xénobiotiques.  

De plus, la silybine protège les globules rouges et stabilise leurs membranes en inhibant la 

peroxydation des lipides. La silymarine et la silybine semblent, en outre, exercer leur activité 

antioxydante non seulement en neutralisant les radicaux libres mais également en influant sur 

les systèmes enzymatiques associés au glutathion. En outre, elle augmente le niveau de 

superoxyde dismutase ainsi que celle du glutathion peroxydase dans les globules rouges et les 

lymphocytes. La superoxyde dismutase rend également les radicaux libres inoffensifs 

(Altorjay et al., 1992). 

Des études in vitro, montrent que la propriété intéressante de la silybine et de la silymarine est 

qu’elles interviennent dans la régulation du contenu en glutathion de différents organes. Il a 

ainsi été montré que la silymarine peut augmenter les niveaux de glutathion de 35% dans le 

foie de rats. Cette augmentation se produit de façon sélective dans le foie, l’intestin et 

l’estomac (Valenzuela et al., 1989). 

Enfin, la silybine protège les tissus des lésions induites par le fer. Une surcharge en fer est 

dangereuse car le fer catalyse différents radicaux libres avec, pour conséquence, une 

peroxydation des lipides membranaires. Le foie est le premier site où le fer exerce ses 

activités destructrices. Les activités antioxydantes de la silybine aident à protéger de la 

toxicité du fer. De plus, de multiples travaux expérimentaux tendant à démontrer que la 

silybine agit comme un chélateur du fer, se liant au fer libre et facilitant ainsi son élimination 

par la bile (Pietrangelo et al., 1995). 

Un résumé du mécanisme d’action de la silymarine est présenté dans la figure suivante : 
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Figure 03 : Mécanisme d’action de la silymarine (Valenzuela et al., 1994). 

I.11.Toxicité, effet indésirable 

Il ressort des études de suivi et de l’ensemble des essais qui analysent la fréquence et la nature 

des effets indésirables par les groupes silymarine, que l’utilisation de la silymarine ne 

présente pas de risque particulier. On peut occasionnellement noter des troubles gastro-

intestinaux légers (effet laxatif) et quelques cas d’allergie ont été rapportés (Bruneton, 2009). 

 

 



 

 

 

 

Chapitre II : les composés phénoliques 
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      Sous la désignation de composés phénoliques on désigne un vaste ensemble de substances 

qui possèdent un cycle aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles 

(Macheix, 1996). 

Les composés phénoliques (ou polyphénols) représentent un groupe de métabolites 

secondaires affichant une grande diversité de structures, très hétérogènes tant par leur 

composition que par leur structure, ils peuvent aller des molécules simples, comme les acides 

phénoliques, à des composés hautement polymérisés comme les tanins (Macheix, 1996 ; 

Regnault et al., 2008). 

  II.1. Biosynthèse des polyphénols 

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’élaboration de 

cycles aromatiques : 

     II.1.1. La voie shikimate   

La voie du shikimate est une voie métabolique d'importance pour un organisme végétal, 

puisqu'on estime que 20 à 35 % des substances carbonées biosynthétisées en proviennent 

(Regnault-Roger, 2014). C’est souvent la voie de biosynthèse des composés aromatiques.  

Dans cette voie, l’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont respectivement 

produits par les hydrates de carbone lors de leur dégradation par la voie des pentoses 

phosphate et la glycolyse, sont convertis en chorismate, précurseur commun d’acides aminés 

aromatiques tels que la phénylalanine, le tryptophane et la tyrosine (Figure 4). Ces derniers 

sont à l’origine des composés phénoliques (C6-C1) formant les tanins hydrolysables et de la 

chalcone qui est la molécule de base de tous les flavonoïdes et tanins condensés (Hoffmann, 

2003). 
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Figure 4 : La voie de shikimate (Floss, 1997). 

     II.1.2. La voie de phénylpropanoide 

Le métabolisme des phénylpropanoïdes est un métabolisme secondaire, spécifique du règne 

végétal. Il conduit, à partir de la phénylalanine (Phe), à la synthèse d’une multitude de 

composés dont la nature peut varier suivant les espèces végétales.  

L’ensemble des composés phénylpropanoïdes dérive de l’acide t-cinnamique, le premier 

phénylpropane formé à partir de la phénylalanine grâce à l’action de la phénylalanine 
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Ammoniac Lyase (PAL). Les dérivés phénylpropanes possèdent tous le même squelette 

carboné issu de la phénylalanine : un noyau aromatique et une chaîne latérale de trois 

carbones (C6-C3) (figure 5). Ces composés incluent les acides p-coumarique, caféique, 

férulique et sinapique (Hoffmann et al., 2004 ; Bruneton, 2009). 

 

 

Figure 5 : La voie de phénylpropanoide (Hoffmann et al., 2004). 

     II.1.3. La voie acétate/ malonate 

Cette biosynthèse a permis la formation d’une grande diversité de molécules qui sont 

spécifiques d’une espèce de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire (Macheix et al., 

2005 ; Bruneton, 2009). 

La glycolyse ainsi que la β-oxydation aboutissent à la formation de l’acétyl -CoA donnant le 

malonate.  C’est à travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques, 
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obtenues par condensation répétée d’unités ≪ acétate ≫ qui se fait par carboxylation de 

l’acétyl- CoA (Knaggs, 2003). 

II.2. Classification des polyphénols 

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures qui 

diffèrent par le nombre et la position des groupements hydroxyles et méthoxyles sur le 

squelette de base (Figure 6). Elles peuvent également être diversement substituées 

(glycosylées, estérifiées, acylées) (Cheynier et al., 1998). 
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Figure 6 : Classification et structure des principales classes de polyphénols (Katarzyna et 
al.,2015). 

Ces composés peuvent être classifiés différemment. Harborne & Simmonds (1964) ont 

classifié ces composés dans des groupes basés sur le nombre de carbones dans la molécule 

(Tableau 02). 
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Tableau 2 : Principales classes de composés phénoliques (Harborne & Simmonds, 1964). 

Structure 
 

Classes 

C6 Phénols simples 
 

C6-C1 Acide phénoliques et dérivés 
 

C6-C2 Acide phényl acétique et acétophénones 
 

C6-C3 Acide cinnamiques, cinnamique aldéhyde 

C6-C3 Coumarines, isocoumarines et chromones 

C15 Chalcones, aurones, dihydrochalcone, flavonoïdes 
 

C15 
 

Anthocyanines 

C30 Biflavonyles 
 

C6-C1-C6, C6-C2-C6 Benzophénones, xanthones, stilbènes 
 

C6, C10, C14 Quinones 
 

C18 Bétacyanines 
 

Lignanes Dimères ou oligomères 
 

Lignines Polymères 
 

Tanins Oligomères ou polymères 
 

Phlobaphenes Polymères 
 

 

II.2.1. Phénols simples et les acides phénoliques 

II.2.1.1 Phénols simples  

Les phénols (C6) sont des molécules aromatiques, des dérives du benzène, dans lesquels le 

groupe hydroxyle OH est fixé sur un carbone d'un cycle benzénique. Ils sont rares dans la 

nature en site le catéchol, le phloroglucinol, orcinol et pyrogallol (Harbone, 1998). 

II. 2.1.2. Les acides phénoliques simples  

On distingue deux principales classes, les dérivés de l'acide benzoïque et les dérivés de l'acide 

cinnamique (Macheix et al., 2005). 
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 II.2.1.2.1. Les acides hydroxybenzoïques  

Les acides hydroxybenzoïques se présentent majoritairement sous forme libre, ce sont des 

dérivés de l'acide benzoïque (C6-C1) (figure 07), existent souvent sous forme d'esters ou de 

glycosides ; ex : acide benzoïque, acide gallique, acide vanillique… (Collin & Crouzet, 

2011). 

 

 

Figure 7 : Exemples d'acides hydroxybenzoïques (Collin &Crouzet, 2011). 

 
I : acide salicylique ; II : acide 4-hydroxybenzoïque ; III : acide protocatéchique ; IV : acide 

gentisique ; V : acide vanillique ; VI : acide syringique ; VII : acide gallique ; VIII : acide 

hexahydroxydiphénique ; IX : acide ellagiques. 

       II.2.1.2.2. Acides hydroxycinnamiques   
 
La figure 08 illustre la structure des principaux acides hydroxycinnamiques (C6-C3) présents 

dans les plantes.  Les acides hydroxycinnamiques peuvent exister sous une forme estérifiée 
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par l’acide quinique, souvent sous forme combinée avec des molécules organiques ; ex : 

Acide caféique, acide coumarique et acide cinnamique (Collin &Crouzet, 2011). 

 

Figure 8 : Exemples d'acides hydroxycinnamiques (Collin &Crouzet, 2011). 

     II.2.2. Les flavonoïdes 

Le terme flavonoïde rassemble de nombreux composés naturels appartenant à la famille des 

polyphénols, la classe la plus importante des métabolites secondaires des plantes (Bourre, 

2003 ; Bruneton, 2009), et sont distribuées dans toute la plante, localisés dans divers organes 

: racines, tiges, bois, cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles (Marfak et 

al., 2003). 

Les flavonoïdes sont facilement extractibles, presque toujours hydrosolubles et, ont constitué 

une source de colorants dès l’antiquité, ce sont des pigments quasiment universels des 

végétaux. Par conséquent, dès que la chimie organique moderne a commencé à se développer, 

les flavonoïdes ont été très largement étudiés et leur chimie est bien connue (Évrard, 2003 ; 

Bruneton, 2009).  

Tous les flavonoïdes ont une origine biosynthétique commune, de ce fait, ils possèdent le 

même élément structural de base, ce sont des dérivés du phénylpropane avec une 

composition de base (C6- C3- C6), ayant tous un même squelette de base à quinze atomes de 

carbone constitué de deux cycles en C6 (A et B) relié par une chaîne en C3 (Bruneton, 

1999). Ces cycles benzoïques présentent plusieurs groupements hydroxyles et sont pour cette 

raison également nommée polyphénols, ils sont responsables de la fonction antioxydante des 

polyphénols (Descheemaecker et al., 1999,  Évrard et  al., 2003).  

Plus de 9000 structures naturelles ont été isolées et caractérisées. Ils peuvent être regroupés 

en une douzaine de classes selon le degré d'oxydation du noyau pyranique central (figure 
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10). Ils peuvent être subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont : 

flavones, flavonols, flavanones, dihydroflavonols, isoflavones, isoflavon, flavanes, 

flavanols et anthocyanines (Bruneton, 1999 ; Marfak, 2003 ; Skergetet al., 2005). 

Les principaux groupes peuvent être définis et différencié comme suit : 

II.2.2.1. Flavones et Flavonols  

- Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée, le compose est nommé 

flavone dérivé de 2-phénylchromen-4-one.  

- Si le squelette est substitué en position C3 par un groupement hydroxyle et une fonction 

C=O en C2-C3, il est désigné par le nom flavonol dérivé de 3-hydrox-2-phenylchromone-4-

one (figure 9). 

II.2.2.2. Flavanones et hydroflavonols 

Se caractérisent par la présence des centres d’asymétrie et l’absence de la double liaison entre 

C2 et C3. 

II.2.2.3. Flavanols 

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par l’absence du groupe 

carbonyle en C4. Ce sont des dérivés de 2-phényl-3-chromanol (Bruneton, 1999). 
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Figure 9 : Structure de quelques classes des flavonoïdes (Ravi Shankar et al., 2013). 

     II.2.3. Les chalcones et aurones  
 

II.2.3.1. Les chalcones 

Les chalcones, dépourvues de l’hétérocycle central, sont caractérisées par la présence de deux 

unités aromatiques reliées par une chaine tricarbonée, cétonique et insaturée (figure10). Si 

les substitutions sur le noyau A sont le plus souvent identiques à celle des autres flavonoïdes, 

le noyau B est assez fréquemment non substitué (Bruneton, 2009). 
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Figure 10 : Structure générale des chalcones (Xiao-Guang et al., 2014). 

       II.2.3.2. Les aurones 

Les aurones (2-benzylidènebenzofuran-3 (2H) –ones) sont des composés naturels ou 

synthétiques appartenant à la famille des flavonoïdes. Les aurones jouent un rôle important 

dans la pigmentation de certaines fleurs et fruits et contribuent notamment à la couleur jaune 

vif des fleurs (Zwergel et al., 2012). 

 

 

Figure 11 : Squelette moléculaire des aurones (Detsi et al., 2009). 

     II.2.4. Tanins 

Les tanins sont très répandus dans le règne végétal, ce sont des composés polyphénoliques en 

(C15) n, hydrosolubles, de masse moléculaire comprise entre 500 et 3 000, ayant la propriété 

de tanner la peau, c'est-à-dire de la rendre imputrescible. Cette propriété est liée à leur 

aptitude à se combiner avec des macromolécules (protéines, polysaccharides...) (Gazengelet 

Orecchioni, 2013), qui présentent à côté des réactions classiques des phénols, la propriété de 

précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d'autres protéines » (Bruneton, 2009). 

Ils sont classés en deux groupes distincts :  
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 II.2.4.1. Tanins hydrolysables 

Ce sont des polyesters d'oses et d'acides-phénols. Les oses trouvés dans ces tanins sont 

surtout représentés par le D glucose, ces tanins sont de deux types : les tanins galliques 

qui sont les esters d'oses (glucose) et d'acides galliques et les tanins ellagiques qui sont 

des esters d'oses et d'acide ellagiques (Gazengel & OrecchionI, 2013). 

 

 
 
Figure 12 : Structure générale de tanins hydrolysables (Gazengel & Orecchioni, 2013). 

     II.2.4.2. Tanins non hydrolysables ou tanins condensés 

De structure plus complexe voisine de celle des flavonoïdes, on les appelle également pro-

anthocyanidines. L’élément structurel de base de ces polymères est un flavan- 3-ol 

(Bruneton, 2009), le plus souvent épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation 

entre deux et plus de 50 unités (Khanbabaee & Ree, 2001). 

 

Figure 13 : Structure chimique des tanins condensés (Guignard, 1996). 
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   II.2.5. Les coumarines  
 

Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines doivent leur nom de classe à   

« Coumarou», le nom vernaculaire de la fève tonka (Dipteryxodorata Willd, Fabaceae), dont 

la coumarine a été isolé en 1820 (Bruneton, 1999). 

Ce sont des substances naturelles, organiques et aromatiques, des esters intramoléculaires ; 

elles sont constituées de neuf atomes de carbone caractérisés par le noyau 2H-1- benzopyrane-

2-one (Gray & Waterman, 1978). Leur structure de base (C6-C3) dérive des acides ortyo-

hydrocinnamiques (Collin & Crouzet, 2011), 

Elles sont substituées en C7 par un hydroxyle et d’après la nature des substituants, sont 

classées en coumarines simples, furocoumarines et pyranocoumarines (Bruneton, 2009). 

L'ombelliférone, l’esculétine et la scopolétine sont les coumarins les plus répandus dans la 

nature (Jain & Joshi, 2012). 

 

Figure 14 : Structure de quelques coumarines (Ex : Aesculétine, Scopolétine, 

Umbelliférone…) et glycosides de coumarines (ex : Aesculine, Scopoline) (Collin& Crouzet, 

2011). 
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     II.2.6. Stilbènes  

Les stilbènes sont un groupe de polyphénols non flavonoïdiques issu du métabolisme 

secondaire végétal, ont une structure chimique de base du type C6-C2-C6, composée de deux 

cycles aromatiques joints par un pont méthylène, qui sont connus pour leurs nombreuses 

propriétés biologiques comme les activités chémopréventives et neuro-protectrices (Collin & 

Crouzet, 2011 ; Arraki, 2014). Parmi ces composés, on trouve le resvératrol (figure 15) qui 

est le stilbène le plus étudié, de par sa présence dans les produits issus du raisin et ses 

nombreuses propriétés pharmacologiques (anticancéreux, cardioprotecteur, antioxydant…) 

(Leray, 2010). 

 

 

 

 

Figure15 : Structure du resvératrol (Leray ,2010). 

     II.2.7. Les quinones  

Les quinones sont des composés oxygénés qui correspondent à l'oxydation de dérivés 

aromatiques et qui sont caractérisés par un motif 1,4-dicétocyclohexa-2,5diénique (para-

quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicétocyclohexa-3,5diénique (ortho-quinones) 

(Bruneton, 2009). 

Ce sont des substances colorées (jaunes pâles, rouges et bruns) (figure16). Ils sont présents 

dans de nombreuses familles de végétaux. On distingue : Benzoquinones, Naphtoquinones, 

Anthraquinones (Nascimento et al., 2013). Ces derniers, les plus répandus sont colorés en 

orangé rouge et combinés à des sucres (Harborne, 1998).  

 

Figure 16 : Classification des quinones (Nascimento et al., 2013). 
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     II.2.8. Les alcaloïdes 

Les alcaloïdes sont des molécules organiques hétérocycliques azotées d'origines végétales, à 

propriétés basiques et ont un goût amer. Ils sont dérivés des acides aminés tels que l'ornithine, 

la tyrosine, le tryptophane et autres. Ils ont des propriétés thérapeutiques ou bien ils sont 

très toxiques à l'encontre des prédateurs. D'autres ont des qualités analgésiques comme la 

morphine ou la codéine. Ils agissent également en tant qu'agent antipaludéen comme la 

quinine, par exemple. Un alcaloïde tel que la vinblastine, qui est produite par la pervenche de 

Madagascar (Catharanthusroseus), s’est avéré être utile pour le traitement de certaines formes 

de cancer (Jost & Yan-Chim, 2015). 

  II.3. Propriétés chimiques des polyphénols 

La présence du cycle benzénique associé à une ou plusieurs fonctions hydroxyles (groupe 

phénol) confère aux polyphénols des propriétés essentielles. 

     II.3.1. Acidité  

La première propriété des polyphénols est leur acidité. En général, ce sont des acides faibles 

(pKa ≤ 10) mais leur pKa dépend de la structure globale de la molécule et de la position des 

groupements phénoliques et de la nature des substituants sur le noyau aromatique (Bouras, 

2015). 

     II.3.2. Liaison hydrogène 

Les phénols sont des donneurs de liaison hydrogène (liaison H) en raison du caractère acide 

du proton du groupe OH. Ce sont aussi des accepteurs de liaison H. En fait, seule la paire libre 

de l’atome O qui n’est pas conjuguée avec le cycle est capable d’accepter une liaison H en 

provenance d’un donneur. Ainsi, un phénol est capable de donner une liaison H et d’en 

recevoir une seulement. Notons que ces liaisons H se renforcent mutuellement (coopérativité). 

Par exemple, en donnant une liaison H, le phénol allonge sa liaison OH. Cet état de pré-

dissociation accentue la densité électronique sur le centre O et donc son caractère accepteur 

de liaison H (Nkhili, 2009 ; Laouini, 2014). 

     II.3.3. Nucléophilie 

La nucléophilie des composés phénoliques est portée par l’atome d’oxygène et les atomes de 

carbone en ortho et para du groupement OH. Cette propriété est à l’origine des réactions de 

substituants électrophiles aromatique (alkylation, acylation, etc.) régiosélectives des positions 

ortho et para (Nkhili,2009). 
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     II.3.4. La polarisabilité 

La polarisabilité des phénols leur permet de développer de fortes interactions moléculaires de 

dispersion (composante attractive des interactions de Van der Waals) avec autres composés 

polarisables. Ainsi, en solution aqueuse, l’interaction du noyau benzénique apolaire du phénol 

avec une autre entité polarisable telle qu’un second cycle aromatique est favorisée par l’effet 

hydrophobe (Nkhili, 2009). 

     II.3.5. Complexation des protéines 
 
Du fait de leur importance dans des domaines très variés, les phénomènes de complexation 

protéines‐polyphénols ont été à l'origine de nombreux travaux. L’association de ces composés 

résulte d’une part d’interactions hydrophobes entre les noyaux aromatiques des composés 

phénoliques et les acides aminés hydrophobes des protéines (acides aminés à noyau 

aromatique ou à chaine aliphatique), d’autre part de l’établissement de liaison hydrogène entre 

les groupements hydroxyles des polyphénols et les groupements polaires des protéines : 

carboxyle, amine, amide (De Reynal, 2009). 

     II.3.6. Chélation des métaux 

De nombreux composés phénoliques contiennent certains groupes structuraux susceptibles de 

former des complexes avec les ions métalliques comme le Fe2+ (Ribérau-Gayon, 1968). 

Grâce à leur structure chimique spécifique, les flavonoïdes peuvent facilement chélater des 

lésions métalliques en créant des composés complexes inactifs (Maleśev et Kuntić, 2007). 

     II.3.7. Piégeage des radicaux libres 
 
La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de déterminer 

les éléments majeurs de l’activité antioxydante. À cause de leur faible potentiel redox, les 

polyphénols (Ar-OH), sont capables de réduire rapidement les radicaux libres oxydants 

comme le superoxyde, les peroxyles (ROO•), les alkoxyles (RO•) et l’hydroxyle par transfert 

d’hydrogène (Achat, 2014). Le radical formé ainsi est ensuite stabilisé par résonnance 

(délocalisation de l’électron non apparié sur l’ensemble du cycle aromatique) ce qui provoque 

le ralentissement de la propagation des réactions radicalaires (Bouras, 2015). 

  II.4. Propriétés biologique des polyphénols 

Les polyphénols ce très vaste groupe de micro-constituants d'origine végétale rassemblent des 

actifs structurellement et fonctionnellement différents mais qui présentent pour la plupart, à 
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des degrés variables, des propriétés antioxydantes et de ce fait, participent à la prévention du 

stress oxydant et au maintien d’une réponse immunitaire optimale (Roberfroid et al., 2008). 

a) Les acides phénoliques ont des propriétés antiparasitaires, antifongiques, antioxydantes, 

antibactériennes, antiulcéreuses et anticancéreuses. Pharmacologiquement, les mieux 

caractérisés sont l’acide caféique et l’acide ferulique (Psotova et al., 2003). Les phénols 

type resvératrol, un agent anticancéreux à des propriétés antioxydantes et veintoniques 

(Roberfroid et al., 2008). 

b) Les flavonoïdes sont capables de moduler l’activité de certaines enzymes et de modifier 

le comportement de plusieurs systèmes cellulaires, ils peuvent exercer une multitude 

d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, vasculo-protectrices, 

anti-hépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et même 

antitumorales significatives (Ghedira, 2005). 

c) Les tanins favorisent la régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou de 

brûlures. Par voie interne, ils exercent un effet anti-diarrhéique certain. Quelle que soit la 

voie d’administration (orale ou locale) l’effet antiseptique, antibactérien et antifongique, 

clairement démontré de ces molécules peut-être intéressant (diarrhées infectieuses, 

dermites) (Bruneton, 2009). 

d) Les coumarines et leurs dérivées constituent une grande classe d’hétérocycles. La 

plupart d’entre elles, sont douées d’activités biologiques variées (analgésiques, anti-

inflammatoires, protectrices vasculaires, antiparasitaires, anti-œdémateuses, 

antitumorales, soins des hémorroïdes et des varices (Ito et al., 2005 ; Smyth et al., 2009). 

Parmi elles, on peut citer, l’activité anticoagulante dont le chef de file est la warfarine, 

l’activité anticancéreuse et hépatotrope dont le chef de file est l’hymecromone, l’activité 

antibiotique (Kayser et al., 1997). Les coumarines exercent aussi des activités 

antibactériennes et antifongiques. Elles sont plus efficaces contre les Gram positifs et 

inhibent la croissance de Saccaromyces cerevisiae et la germination des spores 

d’Aspergillus niger (Cowan ,1999). 

e) Parmi les stérols, le plus important du point de vue activité biologique, est le β-sitostérol 

présent dans toutes les plantes, il possède des propriétés anti-inflammatoires, 

antipyrétiques, antinéoplasiques et à des effets antitumoraux (Valdés, 1994). D’autres 

études ont rapporté des effets bénéfiques du s-sitostérol in vitro sur des cellules de cancer 

du côlon ou du sein (Awadet al., 1998 ; Downie et al.,2000). 
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  II.5. Méthode d’extraction des composés phénoliques 

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la 

présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec 

un glucide, à des protéines, à des groupements acides et à des groupements alcalins ce qui 

peut conduire à la formation d’un complexe tout à fait insoluble, rendant difficile leur 

extraction (Boizot & Charpentier, 2006 ; Garcia-Salas et al., 2010). Ils sont présents dans 

toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, 

graines et bois) (Boizot & Charpentier, 2006).  

La technique d’extraction est une étape très importante dans l’isolement et la récupération des 

principes actifs de ces métabolites existant dans le matériel végétal, aussi bien que dans leur 

identification (Quy Diem Do et al., 2014). 

De nombreux travaux ont prouvé que, le choix de la méthode d'extraction dépendra de la 

nature des composés (par exemple, classes des molécules phénoliques spécifiques telles que 

des flavonoïdes, acides phénoliques, etc.), de la nature de l'échantillon (graines, feuilles, 

ramilles) et de son état physique. Indépendamment de la technique choisie, l'optimisation des 

conditions d'extraction peut-être changé selon la préparation de l'échantillon (Antolovich et 

al., 2000). 

En effet les conditions expérimentales d’extraction telles que la méthode d’extraction, la 

nature du solvant organique et sa concentration, la température d’extraction, le temps 

d’extraction ou le nombre des extractions et des répétitions effectuées, jouent un rôle 

déterminant dans la variation des teneurs en polyphénols (Trablsi et al., 2010 ;Mohamedi et 

al., 2013 ;Mahmoudi et al., 2013 ; Chaouch, 2014 ; Bourgou et al., 2016).Classiquement, 

les composés phénoliques sont extraits par macération ou extraction à reflux avec un mélange 

hydro-alcoolique (Azmir et al., 2014). 

     II.5.1. Extraction par macération 

L’extraction par macération est l’une des méthodes d’extraction traditionnelles, la plus 

couramment employée pour la détermination du contenu des plantes médicinales en 

métabolites secondaires (Chaouch, 2013). La macération est la méthode d’extraction solide-

liquide la plus simple, elle consiste en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant, 

avec ou sans agitation, à température ambiante ou à température élevée pour une durée 

déterminée (Budic-Letoc et al., 2005 ; Spigno & Defaveri, 2007). Elle commence avec le 
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choix d’un solvant d’extraction adéquate. Après une étape de diffusion du solvant à l’intérieur 

des cellules végétales le processus continue avec la solubilisation de composés bioactifs qui 

vont migrer de la matrice végétale vers le solvant environnant jusqu’à ce que l’équilibre de 

partage de concentration soit atteint (Handa, 2008). 

     II.5.2. Extraction par décoction  

La décoction est la méthode d’extraction solide-liquide utilisée en médecine traditionnelle. 

Cette opération consiste à extraire les principes actifs d'une plante par action d'un liquide 

porté à ébullition (Pierre & Lis, 2007). La décoction reste efficace pour l’extraction des 

composés phénoliques car c’est une opération qui doit être réservée à l‘extraction de principes 

actifs non thermolabiles (Groubert, 1984). 

     II.5.3. Autres méthodes d’extraction 

Il existe plusieurs méthodes d’extraction des composés phénoliques à partir de matière 

végétale comme l’extraction conventionnelle par solvant, l’extraction par eau chaude, 

l’extraction assistée par enzymes et l’extraction par fluide supercritique. 

La méthode d’extraction conventionnelle par solvant peut causer la dégradation des composés 

phénoliques à cause des températures élevées et de la durée d’extraction. De nouvelles 

techniques combinant l’extraction conventionnelle avec d’autres facteurs accélérant 

l’extraction (extraction par micro-ondes, extraction par ultrasons, extraction sous haute 

pression hydrostatique, extraction par fluide supercritique ou par eau sous-critique) sont 

utilisées pour pallier à cette dégradation (Li et al., 2006b, Xu et al., 2007, M’hiri, 2015). 

  II.6. Séparation des composés phénoliques par chromatographie liquide à haute 

performance (CLHP) en phase inversée 

Les méthodes de séparation, de dosage et d'identification des composés phénoliques ont fait 

des progrès spectaculaires au cours des trente dernières années, grâce en particulier à 

l’utilisation quasi systématique de la chromatographie liquide à haute performance (CLHP) et 

des détecteurs à barrette de diodes permettant l’analyse des spectres d’absorption en 

ultraviolet et le couplage de CLHP avec les techniques physico-chimiques modernes 

(spectrométrie de masse, résonnance magnétique nucléaire…) (Macheix et al. ,2005). Ces 

méthodes sont utilisées selon différentes modalités : utilisation des données spectrales et de 

rétention, utilisation de composés de référence (Collin & Crouzet, 2011). 
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Cette méthode est majoritairement utilisée pour l’analyse des substances peu ou volatiles, 

thermolabiles ou polaires. Elle demeure la technique la plus souvent utilisée car elle présente 

de nombreux avantages tels que sa simplicité de mise en œuvre, sa reproductibilité, une 

gamme étendue de phases stationnaires commercialement disponibles permettant de moduler 

les interactions avec le soluté, et ses diverses possibilités de couplages avec d’autres 

techniques chromatographiques et/ou des systèmes de détection (Michel, 2011). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre III : Activités antioxydantes et antimicrobiennes 

 
 

 

 

 

 



 Synthèse bibliographique           Chapitre III : Activités antioxydantes et antimicrobiennes 

  

 

Page 34 
 

III.1. Activités antioxydantes 

     Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en 

permanence et en faible quantité ; cette production physiologique est parfaitement maîtrisée 

par des systèmes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau des radicaux présents.   

Dans les circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en 

équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une 

surproduction de radicaux, l'excès de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier, 2003). 

Le stress oxydant apparaît lorsque les systèmes antioxydants sont débordés, c'est-à-dire quand 

l'équilibre entre les réactions pro-oxydantes et antioxydantes est rompu en faveur des 

premières (Chatard, 2005). 

Les plantes constituent des sources très importantes d'antioxydants naturels tels les 

tocophérols, les caroténoïdes et les polyphénols, dont l'efficacité est reconnue aussi bien dans 

l'industrie agroalimentaire que pour la santé humaine. 

III.2. Le stress oxydant  

Le stress oxydant est représenté par l’ensemble des réactions faisant intervenir des espèces 

réactives de l'oxygène (ROS), elles-mêmes caractérisées par la présence d’un électron 

célibataire très réactif (radical libre).  

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la production de radicaux libres et les 

capacités antioxydantes de la cellule. Les principaux ROS générés sont : l’anion superoxyde 

(O2), le radical hydroxyle (OH• ), le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le monoxyde d'azote 

(NO•) et le peroxynitrite (ONOO•) (Carole et al., 2011). 

Ce stress peut-être engendré par des situations d’augmentation de la production de radicaux 

libres causés par des agents toxiques (tabac, pollution, médicament…) ou des situations 

physiologiques telles que l’exercice physique, l’exposition à l’hypoxie et le vieillissement 

(Chatard, 2005). 

III.3. Les radicaux libres 
 
Plusieurs catégories de corps chimiques sont susceptibles de donner naissance à ces espèces 

très réactionnelles et leur mise en évidence est difficile (Thiebault,1997). 
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III.3.1. Classes des radicaux libres 
 
On distingue alors deux grands groupes de molécules réactives impliquées dans le stress 

oxydant : les espèces radicalaires et les espèces non radicalaires (Delattre et al., 2005a). 

Les radicaux libres sont des espèces chimiques instables portant des électrons qui s'échappent 

des combinaisons moléculaires oxygénées. Ayant perdu un atome, ils deviennent alors des 

«électrons libres» prêts à se recombiner (Berruex ,1998), réagissant spontanément avec 

d'autres atomes ou molécules pour initier des réactions en chaîne utiles mais parfois aussi 

nuisibles à l'organisme.  

III.3.1.1. Radicaux libres primaires 

Les radicaux primaires sont directement dérivés de l'oxygène par des réductions à un électron 

tels l'anion superoxyde (O2
•-) et le radical hydroxyle (OH• ), ou de l'azote tel le monoxyde 

d'azote (NO°) (Favier, 2003). 

a) L'anion superoxyde (O2•-)   

L’ion superoxyde est une espèce réactive oxygénée (une espèce possédant un électron 

célibataire) naturellement produite dans toutes les cellules des êtres vivants en particulier au 

niveau des mitochondries, à la suite de la réaction suivante : 

 

°O-O° +e-                          O-O° (O2°) 

Il est dangereux surtout par le fait qu’il participe à la formation du radical hydroxyle (OH) 

(Wouters, 2015) et il est à l’origine des cascades de réactions conduisant à la production de 

molécules très nocives (Justine &Pastre, 2005). 

b) Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) : 

Il provient d’une réaction entre deux ions superoxyde (•O2
–). Il endommage les membranes 

cellulaires et est neutralisé par la GPX (glutathion peroxydase), le sélénium et la L-cystéine 

(Chaouch, 2014). 

+2H+ 
O2

•–
+ O2

•–                                   O2 + H2O2 
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c) Radical hydroxyle (•OH) : 

Il est produit principalement à partir de l'anion superoxyde et du peroxyde d'hydrogène en 

présence d'ions ferriques, au cours de la réaction d'Haber-Weiss :  

                  O2
•+H2O2

•                                     OH+OH- + O2    Réaction d'Haber-Weiss 

Il est très puissant, constituant certainement le radical libre le plus toxique. Ils possèdent une 

très grande réactivité dans les milieux biologiques, pouvant se combiner avec de nombreuses 

molécules et serait à l’origine de la production des radicaux libres « secondaires », suite à sa 

réaction avec différents composés cellulaires (Castro et al., 2001 ; Babuty et al., 2007). 

d) Oxygène singulet (1O2) :  

L’oxygène singulet est la forme « excitée » de l’oxygène moléculaire, Il est produit par action 

de rayonnement UV sur l’oxygène ou par les leucocytes ou encore au cours de la 

peroxydation lipidique (Halliwell & Gutteridge, 2006). 

Il est formé à partir de l’ion superoxyde selon la réaction suivante : 

°O-O°                1O2 (Sous l’action de la lumière). 

e) Le monoxyde d'azote (NO•) : 

Le monoxyde d'azote (NO•) se retrouve en trop fortes concentrations, synthétisé à partir de 

l'acide aminé L-arginine en présence de la nitrique oxyde synthétase (NOS), il joue un rôle 

physiologique important comme vasoprotecteur (anti-inflammatoire et anti-thrombotique), 

neurotransmetteur, et régulateur du système immunitaire (Toussaint et al.,2003). 

Dans les conditions du stress oxydant, notamment par une surproduction du radical 

superoxyde, la biodisponibilité du NO est fortement réduite suite à sa réaction avec l’anion 

superoxyde pour former le peroxynitrite (ONOO.) : 

                          NO• + O2•-                                    ONOO• 

Ce composé hautement réactif, cause des dommages aux protéines, lipides et acides 

nucléiques. Le fait qu’il diffuse largement à travers les membranes contribue à son effet 

délétère (Kroncke et al., 2000). 

III.3.1.2. Radicaux libres secondaires 

D’autres formes radicalaires dites « secondaires » peuvent être retrouvées dans les milieux 

biologiques. Il s'agit en particulier des radicaux : alkyle (R•), alkoxyle (RO•) et alkyl peroxyle 
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(ROO•), générés à la suite de l'action oxydante de radicaux libres oxygénés « primaires » 

(superoxyde, hydroxyle) sur les chaînes d'acides gras polyinsaturés, les glucides, les protéines 

ou les acides nucléiques (Vergely & Rochette, 2003). 

 

III.3.2. Production des radicaux libres 

Les radicaux libres peuvent avoir une double origine, une origine exogène et une origine 

endogène. 

III.3.2.1. Les sources endogènes des radicaux libres 

De nombreux systèmes enzymatiques identifiés dans les cellules sont également capables de 

générer des oxydants (Salvayre et al., 2003) : 

- Au niveau de la chaîne respiratoire, l’oxygène est réduit à 95 % dans les mitochondries 

par voie enzymatique en molécule non toxique comme H2O. Cependant au cours du 

transfert d’électron, environ 0,4 à 4 % d’électrons s’échappent, réagissent directement 

avec l’oxygène dissous dans le cytoplasme et donnent naissance à des espèces oxygénées 

activées (EOA) : Celles-ci sont soit des radicaux libres comme l’anion superoxyde (O2
•-), 

ou le radical hydroxyle (OH•), soit des molécules comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

ou l’oxygène singulet (1O2) (Haleng et al., 2007). 

- Les métaux de transition, comme le Fe2+et le Cu2+, agissent comme catalyseurs dans la 

formation du radical hydroxyle (•OH), encore plus toxique (Salvayre et al., 2003). 

- Les NAD(P) H oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui 

génèrent (O2
•-)en utilisant NADH ou NADPH comme substrat pour tuer les bactéries ou 

les virus (Salvayre et al., 2003). 

- La xanthine oxydase /déshydrogénase peut générer (O•-) et (H2O2) en utilisant la xanthine 

ou l’hypoxanthine et NADH comme substrat (Serteynet al., 2002). 

- Des cellules sont capables de produire du monoxyde d’azote (NO•) à partir de l’arginine et 

l’oxygène, dans une réaction catalysée par la NO-synthase. À forte concentration, le 

monoxyde d’azote réagit avec un radical superoxyde (•O2
–) pour former un puissant 

oxydant, le peroxynitrite (ONOO–). En outre, le peroxynitrite peut secondairement se 

décomposer en d’autres oxydants (NO• 2, •OH, etc.) (Haleng et al., 2007). 
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          III.3.2.2. Les sources exogènes des radicaux libres  

À côté des productions endogènes, il existe des sources exogènes de formes radicalaires 

oxygénées, liées à une mauvaise hygiène de vie.  

Ils sont consécutifs au tabagisme, à une ingestion excessive d'alcool, à l'ingestion d'huiles 

oxydées, ou à des agents physiques, tels que la chaleur, les rayons ultraviolets ou encore 

divers polluants (Riché & Chos, 2008). 

 

Figure 17 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de l’oxygène 

impliqués en biologie (Favier, 2006). 
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  III.3.3. Action néfaste des ERO dans les tissus biologiques 

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules 

biologiques (oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des 

lésions secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des métabolites libérés 

notamment lors de l'oxydation des lipides (Favier, 2003). 

III.3.3.1. La peroxydation des lipides membranaires  

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés, des phospholipides 

membranaires (membranes cytoplasmiques et des organites intracellulaires), sont la cible 

privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogène sur les 

carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diène conjugué, oxydé en 

radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaîne 

(Esterbauer et al., 1992). 

Son mécanisme comprend trois étapes : 

1. L’initiation : des radicaux se forment sous l’influence de divers facteurs : lumière, 

chaleur, présence de métaux ou d’autres radicaux comme le radical hydroxyle (HO°). Le 

radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogène à l’un des atomes de carbone 

situé entre deux doubles liaisons du lipide, pour former une molécule d’eau (Murray et 

al.,2002) : 

 

Cette réaction supprime le radical hydroxyle mais entraîne la formation d’un radical centré sur 

le carbone (R°). 

2. La propagation : le radical centré sur le carbone (R°) va subir un réarrangement pour 

former, par délocalisation de la double liaison, un radical diène conjugue, oxyde en 

radical peroxyle (ROO°) : 

 

Cette réaction forme rapidement une réaction en chaîne, car le radical peroxyle est 

suffisamment réactif pour attaquer les autres acides gras polyinsaturés en arrachant un 

hydrogène et former un hydroperoxyde lipidique (ROOH) ainsi qu’un nouveau radical centré 

sur le carbone (R°) : 
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3. La terminaison, entraînée par la réaction de deux radicaux hydroxyles pour donner des 

produits non radicalaires et terminant la chaine de réactions : 

 

 
 

Comme alternative de la réaction (3), le radical peroxyle (ROO°), après évolution en un 

peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut libérer différents aldéhydes hautement 

cytotoxiques et mutagènes, tels que le malonaldialdehyde et le 4-hydroxynonenal. Ces 

derniers peuvent réagir avec l’ADN ou des protéines et provoquer des lésions structurales et 

fonctionnelles (Favier, 2003). 

III.3.3.2. Oxydation des protéines  
 
Les modifications des protéines par les radicaux libres provoquent l’introduction d’un groupe 

carbonyle dans la protéine (Levine et al., 1990). Les dommages oxydatifs induits sur les 

protéines par les radicaux libres peuvent conduire à des modifications structurales 

(fragmentation et modification des acides aminés) et fonctionnelles (perte d’activité 

enzymatique et altération du processus de protéolyse). Ces modifications conduisent à une 

altération structurale des protéines dont les conséquences sont majeures : perte de fonction 

catalytique, augmentation de la sensibilité aux protéases… (Stadtman et al., 2000). 

III.3.3. 3. Acides nucléiques 
 

Les modifications induites par des processus oxydatifs dans le matériel génétique 

appartiennent à quatre catégories, modifications des bases, cassures simples, doubles de la 

chaîne d’ADN et pontages avec des protéines (Figure 18). Ces lésions sont impliquées dans 

de nombreux processus pathologiques (létalité cellulaire, mutagenèse, cancérogenèse) et aussi 

dans le vieillissement cellulaire (Hochberg et al., 2006). 
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Figure 18 : Lésions de l’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des 

cellules (Favier, 2003). 

III.4. Les antioxydants  

Lorsque les systèmes antioxydants sont débordés, c'est-à-dire quand l'équilibre entre les 

réactions pro-oxydantes et antioxydantes est rompu en faveur des premières (Berruex ,1998), 

cet excès de radicaux oxygénés va attaquer les macromolécules de la cellule, peroxydant les 

lipides, oxydant l’ADN et les protéines. Ces agressions biochimiques créent des lésions 

responsables de dysfonctionnement de la cellule variables selon la dose du stress : hyper-

prolifération, mort cellulaire par apoptose, dépôt de lipides, mutation... donc le stress oxydant 

participe ainsi à la mise en place de nombreuses maladies graves, dont les plus importantes 

sont : les cancers, les maladies cardiovasculaires ou les maladies neurodégénératives comme 

la maladie d’Alzheimer (Favier, 2003). Pour neutraliser cet excès, les radicaux libres sont 

captés et éliminés par des molécules que l'on qualifie d'antioxydants. Notre organisme 

possède ses propres moyens de défense et il est naturellement équipé d'un système de 
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protection contre l'action des radicaux libres. Il s'agit de protéines spécialisées appelées 

enzymes : la superoxyde dismutase, la catalase, le système glutathion-peroxydase. Ce n'est 

pas tout : certaines vitamines comme la vitamine E, la vitamine C, et encore bien 

d'autres antioxydants apportés par l'alimentation (fruits et légumes surtout) confèrent à 

l’organisme une protection supplémentaire non négligeable (Halliwell et al., 1987 ; Marvin, 

2002). 

Ces antioxydants peuvent être définis comme étant des substances qui, présentes à de faibles 

concentrations par rapport à un substrat oxydable, sont capables de ralentir ou d’inhiber 

l’oxydation de ce substrat par la libération d’un ou plusieurs électrons (Halliwell et al., 1987). 

III.4.1. Classification des antioxydants selon leurs natures 

Ils sont d’origine endogène (synthétisés et sous contrôle de l’expression des gènes) ou 

exogène (alimentation et complémentation), enzymatiques ou antioxydants non 

enzymatiques (DE Moffarts et al., 2005). 

III.4.1.1. Les antioxydants naturels  

Les antioxydants primaires sont des enzymes antioxydantes essentielles, naturellement 

produites par notre organisme, ils possèdent une action directe sur les ERO. Ces enzymes 

antioxydantes endogènes constituent notre plus puissante défense contre les radicaux libres 

(Céline,2004).  

L’organisme a besoin de systèmes de défense très efficaces, de deux types : 

a) Les systèmes de défense antioxydants enzymatiques  

Les trois enzymes antioxydantes majeures sont : 

� Le rôle majeur du superOxyde Dismutase (SOD) est de catalyser la dismutation des ions 

superoxydes en peroxyde d’hydrogène et en oxygène moléculaire ; 

2O2• -+ 2H+                                       H2O2 + O2 

� La catalase transforme le peroxyde d'hydrogène en radical hydroxyle puis en H2O au 

niveau des peroxysomes. Elle interviendrait essentiellement lorsque H2O2 est produite en 

excès (hyperoxie) ou dans les situations d'insuffisance du système glutathion (Voyer & 

Magny, 1998 ; Papazian & Roch, 2008) ; 

H2O2 + H2O2                                    2 H2O + O2 
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� La glutathion-peroxydase ou (GPx) catalyse la transformation directe d’H2O2 en H2O et 

d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de l’hydroperoxyde 

avec l’oxydation d’un substrat réducteur. Son action nécessite la présence du couple 

glutathion réduit-glutathion oxydé (Voyer &Magny, 1998). 

 

2GSH (réduit) + H2O2                           GSSG (oxydé) + 2H2O 

 

ROOH +2GSH (réduit)                        ROH +GSSG (oxydé)+ H2O 

Ces trois enzymes antioxydantes ont besoin pour être activées d’être mises en présence de 

minéraux issus des aliments : fer pour la catalase, zinc et cuivre pour la superoxyde 

dismutase, sélénium pour les glutathions-peroxydases (Céline,2004).    

b) Les systèmes de défense antioxydants non enzymatiques :  

� La vitamine E agit en cédant un atome d’hydrogène à un radical libre O2 pour former un 

hydroperoxyde et un radical d’alphatocophérol qui est relativement stable, peut-être réduit 

par l’acide ascorbique, ou réagir avec un deuxième peroxyde pour donner un produit 

stable non radicalaire ; 

� Le bêtacarotène (précurseur de la vitamine A) à un rôle de protection des lipides 

membranaires en interrompant la chaine de lipoperoxydation par un mécanisme de 

transfert d’électrons ; 

� La vitamine C : intervient indirectement, par réduction de la vitamine E oxydée ce qui la 

rend à nouveau disponible ; 

� Les composés thiols, le couple redox ubiquinone-ubiquinol, la caeruloplasmine, et 

certains métaux (zinc, sélénium, cuivre, fer…) ont généralement des propriétés 

antioxydantes (Voyer et Magny, 1998 ; Papazian & Roch, 2008). 

III.4.1.2. Les antioxydants synthétiques 

Parmi les antioxydants synthétiques qui sont autorisés pour la conservation des produits 

alimentaires et pharmaceutiques : le butylhydroxytoluène (BHT), du butylhydroxyanisole 

(BHA) (tableau 3). Ces deux additifs sont insolubles dans l'eau, résistants à la chaleur, mais 

ont une bonne solubilité dans les milieux lipidiques. Ils présentent l’inconvénient d’avoir une 

odeur désagréable et s’évaporent rapidement. Ils peuvent également causer des effets 

secondaires, comme prouvé par des études récentes. En particulier, le BHT, lorsqu'il est 
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appliqué sur la peau, endommagerait les tissus pulmonaires. L’utilisation du BHT et le BHA 

sont actuellement remis en question pour raison toxicologique (Salvador &Chisvert, 2011). 

Les nitrites dans les aliments, présentent des propriétés antioxydantes, qui peuvent contribuer 

à la formation d'un groupe de composés connus sous le nom de nitrosamines, dont certains 

sont cancérigènes (Decloître, 1992). 
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Tableau 3 : Principales substances antioxydantes (Pokorny et al., 2001 ; Le Cren, 2004). 

 

 

Antioxydants primaires 
 

 
Enzymes Cytosoliques 

 
Vitamines 

 
 -GPX (Glutathion Peroxydase) 

-GRD (Glutathion réductase) 

- GRT (Glutathion transférase) 

-SOD (Superoxyde Dismutase) 

-Catalase 

-Vit C 

-vit E (Tocophérols) 

-Vit Q (Ubiquinone) 

-Vit A (Rétinol) 

 Vit B5 (A. pantothénique) 

 
Antioxydants secondaires naturelles 
 

Minéraux Phytochimiques 

-Sélénium 

-Zinc 

-Manganèse 

-Cuivre 

-Magnésium 

-Anhydride sulfureux (SO2) 

 

 

-Terpènes 

                 -Polyphénols 

 
Antioxydants de synthèse 

 
-BHT (3,5ditertobutyl4hydroxytoluène) 

-BHA (3-tertiobutyl4-hydroxyanisole) 

-TBHQ (tertiobutylhydro -xyquinone) 

-Trolox (acide-6-hydroxy-2, 5, 7,8- tetraméthylchroman-2-carboxylique) 

-Gallate de propyle (E310) 

-Gallate d’octyle (E311) 

-Gallate de dodécyle (E312) 
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III.5. Avantages et inconvénients des antioxydants de synthèse 

Actuellement, l'emploi des molécules antioxydantes de synthèse est remis en cause en raison 

des risques toxicologiques potentiels et de cancérisation. L’utilisation de certaines d’entre 

elles est interdite, mais sont largement appliquées car peu coûteuses. Par contre, les 

antioxydants naturels sont aussi coûteux et limités, perçus comme des substances 

inoffensives, de large gamme de solubilité dans l’eau, d’intérêt croissant et complètement 

métabolisés et ils sont de forte activité antioxydante (Valenzuela et al., 1996). 

III.6. Les antioxydants piégeurs des ERO 

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de 

mécanismes : 

(i) La libération de l’atome d’hydrogène du groupement hydroxyle (cinétique 

rapide de certaines acides et dérivées phénoliques) ;  

(ii) La libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des 

anthocyanes) (Nanjo et al., 1996 ; Huang et al.,2005).  

Les antioxydants rentrent en compétition avec des radicaux déjà existants et contribuent à 

bloquer la phase de propagation. Dans le cas des composés phénoliques (AH), le mécanisme 

principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de l’atome d’hydrogène 

sur le radical qui le transforme en une molécule stable (Huang et al., 2005).  

À cause de leur faible potentiel redox, ils sont capables de réduire les radicaux libres oxydants 

(R•) comme le superoxyde, le radical peroxyl, le radical alkoxyle (RO•) et le OH par transfert 

d’hydrogène (figure19) (Densiov, 2005). Le radical aroxyle résultant peut réagir avec un autre 

radical libre pour former une structure quinone stable.  

Les flavonoïdes sont aussi des principaux donneurs d’électrons. Cette capacité est appelée 

pouvoir réducteur (Rice-Evans et al., 1996). 
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Figure19 : Réaction des flavonoïdes avec les EOR (Javanovic et al., 1994). 

III.7. Polyphénols comme antioxydants 

Les polyphénols peuvent réagir avec les espèces réactives de l’oxygène (anion superoxyde : 

O2
-, radical hydroxyle : OH) pour produire des radicaux phénoxy stables. Ils peuvent aussi 

agir comme des antioxydants grâce à leur capacité à complexer les ions métalliques (Collin et 

Crouzet, 2011). 

Les flavonoïdes en particulier, sont des antioxydants très puissants. Ils ont la capacité à piéger 

directement les radicaux libres. Leur efficacité dépend essentiellement de leur réactivité et de 

la stabilité des radicaux formés (figure 20).  

La stabilité du radical est garantie par une structure aromatique permettant une forte 

délocalisation électronique (Monin, 2012). Ils sont capables d’inhiber une large gamme 

d’enzymes génératrices des espèces oxydantes (telles que la xanthine oxydase, la protéine 

kinase C, la cyclo-oxygénase, la lipooxygénase, la monoxygénases microsomal, et la 

glutathion-S-transférase) (Pietà, 2000). 

De plus, ils ont une activité chélatrice des métaux de transition comme le cuivre et le fer qui a 

l’état libre peuvent être impliqués dans la production des radicaux libres et inhiber un 

processus de peroxydation lipidique, surtout au niveau des LDL et ce, d'une façon beaucoup 

plus efficace que l'alpha-tocophérol (Puppo, 1992 ; Marcel et al., 2008). 
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Figure 20 : Mécanismes d'action antioxydante des composés phénoliques (Leopoldini et al., 

2011). 

III.8. Méthodes de dosage de l’activité antioxydante et antiradicalaire 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, l'activité antioxydante 

(Prioret al., 2005). Ces méthodes diffèrent entre elles selon la nature des radicaux libres, 

ainsi que selon les techniques analytiques impliquées dans le fonctionnement des processus   

d’oxydation (Magalhaes et al., 2008).  

Selon Achat, 2013 ces tests peuvent se diviser en deux catégories : les tests mesurant le 

transfert d'électrons ou d'hydrogène vers un radical coloré stable facile à détecter (DPPH, 

TEAC) et ceux faisant intervenir une compétition (ORAC, décoloration de β-carotène et de 

crocine) entre l'antioxydant et une cible à protéger (pigments, lipides). 

III.8.1. Test de la capacité antioxydante totale  

Ce test est basé sur la réduction de molybdène (VI) en molybdène (V) par l’extrait de plante. 

Cette réduction induit, à pH acide, la formation du complexe phosphate / Mo (V) de couleur 

verte (Prieto et al., 1999). 
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III.8.2. Test de piégeage du radical DPPH °  

La capacité antioxydante peut-être aussi mesurée en utilisant des radicaux libres plus stables. 

Le corps à doser est ajouté à une solution de 2,2diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH °) qui est 

un radical stable et coloré. Le maximum de son absorption dans le visible se situe vers 515-

517nm, dans le méthanol et l’éthanol. La réduction de ce radical par un donneur d’atome H 

(AH) conduit à la formation de DPPH de couleur jaune et du radical (A°).  

La méthode de DPPH a été utilisée par de nombreux auteurs pour étudier les extraits végétaux 

et alimentaires. Cette méthode est rapide et peu coûteuse (Gouveia & Castilho, 2012). 

III.8.3. Test de réduction de fer (FRAP)  

C’est une méthode basée sur la réduction chimique de réduction de fer (III) présent dans le 

complexe K3Fe(CN) 6 en Fe (II). L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée à 700 nm 

(Oyaizu, 1986). 

Le pouvoir réducteur d’un composé est associé à son pouvoir antioxydant, une augmentation 

de l’absorbance correspond à une augmentation du pouvoir réducteur. Un point à prendre en 

compte est la production concomitante de Fe (II), qui est un pro-oxydant bien connu, et peut 

avoir comme conséquence la génération des radicaux additionnels dans le milieu de réaction. 

En plus, les composés qui absorbent à la même longueur d’onde peuvent s'y mêler, entraînant 

une surestimation des résultats (Ou et al., 2002). 

III.8.4. Activité antioxydante par la méthode de décoloration du bêta-

carotène (β- carotene bleaching method) 

Le β- carotène est un antioxydant lipophile qui protège les acides gras de l’oxydation ; l’ajout 

d’un deuxième antioxydant va permettre sa préservation (Goupy et al., 1999). 

Cette technique consiste à mesurer à 470 nm, la décoloration du bêta carotène résultant de son 

oxydation par les produits de décomposition de l’acide linoléique. La dispersion de l’acide 

linoléique et du bêta-carotène dans la phase aqueuse est assurée par du tween. L’oxydation de 

l’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50°C) de manière non spécifique.  

L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits végétaux induit un retard de la 

cinétique de la décoloration du bêta-carotène (Koleva et al., 2001). 
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III.8.5. Test de piégeage du radical ABTS•+ 

Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants à neutraliser le radical ABTS•+, 

obtenu à partir de l’ABTS (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis-(3éthylbenzothiazoline- 

6-sulfonique)) comparativement à un antioxydant de référence : le Trolox (acide 6- hydroxy-

2, 5, 7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique est 

similaire à celle de la vitamine E. L’ABTS oxydé est de couleur bleue à vert, l’ajout 

d’antioxydant réduit ce radical et provoque une décoloration à 734 nm (RE et al., 1999). 

III.9. Polyphénols et activité antimicrobienne 

L’émergence et la diffusion des résistances aux antibiotiques représentent une réelle menace 

pour la santé publique mondiale. Les données récentes de la bibliographie abondent de 

descriptions de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques dont le nombre ne cesse de 

croître. La principale cause de cette émergence de résistance est une consommation non 

raisonnée des antibiotiques (Guillot,1989 ; Ouedraogo et al., 2017). 

 La recherche de nouveaux composés antimicrobiens dans les plantes médicinales a attiré 

l’attention de chercheurs partout dans le monde, ce qui constitue une source d’inspiration de 

nouveaux médicaments, dont les composés phénoliques qui sont utilisés dans les industries 

alimentaires et cosmétiques et en médecine populaire comme agents antimicrobiens (Cowan, 

1999). 

L’effet antimicrobien des composés phénoliques est principalement lié aux altérations 

membranaires, à l’inhibition de la synthèse d’ARN et d’ADN ou à celle de l’activité ou de la 

synthèse d’hydrolases ou d'autres interactions pour inactiver les protéines de transport et 

d'enveloppe cellulaire (Clérivet et al., 1996 ; Cowan, 1999). 

L’activité antimicrobienne des polyphénols a été largement étudiée contre un large éventail de 

microorganismes (tableau 04). Parmi les polyphénols, les flavane-3-ols, les flavonols et les 

tanins ont reçu plus d’attention du fait de leur large spectre et forte activité antimicrobienne 

par rapport aux autres polyphénols (Daglia, 2012). 
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Tableau 4 : Liste des polyphénols liés à leur activité antimicrobienne (bactéries, champignons 

et virus) (Allan de Jesus et al., 2013). 

 
Composés 
phénoliques 
 

              
Microorganismes 

sensibles 

 
Exemples 

. 
 
 
 
 
 

Flavonoïdes 
 

 
 
 

Bactéries 

 

Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Clostridium jejuni, 

Clostridium perfringes, Escherichia coli, Bacillus cereus, 

Helicobacte pylori, Staphylococcus aureus, Lactobacillus 

acidophilus, Actinomyces naeslundii, Prevotella oralis, 

Prevotella gingivalis, Prevotella melaninogenica 

,Fusobacterium nucleatum,  Chlamydia pneumonia. 

 
Virus Adénovirus, Entérovirus, Flavivirus, HIV 

Champignons Candida albicans, Microsporum gypseum, Trichophyton 

mentagrophytes, Trichophyton rubrum. 

 
 
Tanins condensés 

 
Bactéries 

 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus. 

 
Virus 

Virus de l’influenza A, type -1,herpès simplex virus (HSV). 

 
 
 
Tanins 
hydrolysables 

 
Bactéries 

Salmonella, Staphylococcus, Helicobacter, Escherichia coli, 

Bacillus, Clostridium ,Campylobacter, Lysteria. 

Virus Le virus Epstein-Barr, les virus Herpès HSV-1 et HSV-2. 

Champignons Candida parapsilosis. 

 
 
 

 

Acides phénoliques 

 
Bactéries 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. 

 
Champignons 

Candida albibans, Candida krusei ,Candida parapsilosis, 

Candida tropicalis. 

Virus HIV. 

 
 
 
Coumarine 

Bactéries Streptococcus mutans, Streptococcus aureus. 

Champignons Candida albicans. 

Virus HIV. 

 
 
Lignans 

 
Bactéries 

Enterococcus faecalis, Escherichia coli 

Mycobacterium tuberculosis ,Streptococcus aureus. 

Virus HIV. 
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  I.1.Objectif du travail 

 L’objectif visé dans cette étude consiste essentiellement à déterminer la meilleure technique 

d’extraction des composés phénoliques des différentes parties de Silybum marianum, en 

utilisant deux méthodes d’extraction (macération et décoction). Nous employons, pour ce 

faire, quatre solvants d’extraction afin de voir l’influence de ces paramètres sur l’activité 

antioxydante et antimicrobienne.  L’identification des composés phénoliques des extraits 

actifs a été réalisée par RP-HPLC. 

      Cette expérimentation a été réalisée au sein du laboratoire de « Biochimie appliquée » au 

département de Biologie, de l’Université Djillali LIABÈS de Sidi Bel Abbés. 

 

Figure 21 : Méthodologie de travail. 

  I.2.Matériel végétal 

La plante Silybum marianum est récoltée pendant la période de floraison (mois de juin) des 

monts du Tessala (Sidi Bel Abbés - Algérie). 
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I.2.1. Présentation de site de prélèvement  

Les monts du Tessala, présentent une grande diversité biologique, ils sont situés au nord de 

l'Algérie occidentale, plus précisément au nord de Sidi -Bel Abbés (Figure 22). Cette chaîne 

montagneuse de l’Atlas Tellien s’étire du sud-ouest au nord-est sur 50 à 60 km, elle est 

limitée au nord par la plaine de Mleta et la sebkha d'Oran, à l'est par les monts de Béni 

Chougrane, à l'ouest par les monts de Sebba Chioukh, et au sud par la plaine de Sidi-Bel-

Abbès (Kikken, 1962).  

 

Figure 22 : Localisation géographique des monts du Tessala  

(Kikken, 1962 ; Bouzidi et al., 2009). 

I.2.2. Présentation et identification de la plante  

L’identification botanique de l’espèce a été faite par Monsieur MAHDADI Zouheir, 

Professeur au département de l’environnement, Université Djilali LIABÈS, Sidi Bel-Abbés, 

Algérie.  Le matériel végétal fraîchement collecté, est séché à l'ombre pendant 2 à 3 semaines. 

Les feuilles, tiges et fleurs sont pulvérisées au broyeur du type MF 10 BASIC IKAWERKE 

afin d’obtenir une poudre végétale fine. Les poudres végétales ainsi récupérées, sont ensuite 

soumises à différentes extractions. 
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   I.3.Méthodes d’extraction 

Deux méthodes d’extraction des polyphénols ont été utilisées à savoir, la macération et la 

décoction, en employant quatre solvants d’extraction ((Méthanol / eau (70/30) ; éthanol / eau 

(70/30 : v/v) ; acétone /eau (70 /30 : v/v) et l’eau distillée). 

     I.3.1. Extraction par macération 
 

La préparation des extraits par macération est réalisée suivant le protocole décrit par Romani 

et al., (1995) & Mahmoudi et al., (2013) : 10 g de poudre du matériel végétal est soumis à 

une extraction par macération dans un volume de 100 ml du solvant (méthanol : 70% ; 

éthanol : 70% ; acétone : 70% et l’eau distillée) à température ambiante durant deux heures et 

demi sous agitation magnétique, et à l’abri de la lumière, avec renouvellement du solvant 

(toutes les 2,5 heures). Les macéras sont réunis puis filtrés. Les filtrats sont ensuite évaporés 

grâce à un évaporateur rotatif à 50°C pour obtenir des extraits secs.  

     I.3.2. Extraction par décoction  

La préparation des extraits par décoction est effectuée selon le protocole décrit par Chavane 

et al., (2001) en y apportant quelques modifications : la matière végétale, sèche et broyée à 

raison de 1 g, est mise en contact avec 10 ml de solvants de polarité croissante à savoir 

l’éthanol (polarité de 5.2), l’acétone (polarité de 5.4), le méthanol (polarité de 6.6) et l’eau 

(polarité de 9.0). Les trois premiers solvants sont additionnés de 30% d’eau distillée. La 

préparation est portée sous reflux et à chaud (100°C) pendant 30 minutes, répétée deux fois 

afin d’épuiser le maximum de contenu en composés phénoliques solubles de l’échantillon.  

Les extraits sont récupérés et filtrés. Les décoctés ainsi obtenus sont concentrés au rota vapeur 

à une température de 50°C, puis conservés à 4°C. 

  I.4. Calcul des rendements d’extraction 

Le rendement (Rd) en pourcentage des différents extraits obtenus, est défini comme étant le 

rapport entre la masse d’extrait sec obtenue après évaporation et celle de la matière végétale 

sèche soumise à l’extraction (Harborne, 1980). Il est calculé par la formule suivante :     

Rd % = [P1-P2/P3] × 100 

P1 : Poids du ballon après évaporation. 

P2 : Poids du ballon vide. 

P3 : Poids de la matière végétale sèche de départ. 
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I.5. Étude qualitative et quantitative des différents extraits obtenus 

     I.5. 1. Analyse qualitative  

Le screening phytochimique consiste à déterminer les différentes classes des métabolites 

secondaires et ceci par des réactions de caractérisation qualitative décrite dans la littérature 

(Badiaga, 2012). 

Les résultats sont classés en :  

1- Réaction très positive (+++). 

2- Réaction positive (++). 

3- Réaction moyennement positive (+). 

4- Réaction douteuse (+-). 

5-  Réaction négative (–). 

 I.5. 1. 1. Mise en évidence des flavonoïdes   

5 ml d’extrait est traité avec 1 ml d’HCl concentré, quelque tournure de magnésium et 1 ml 

d’alcool iso- amylique.  L’apparition d’une couleur rose ou rouge qui se développe après   3 

minutes indique la présence des flavonoïdes (Ciulel, 1982 ; Békro et al., 2007). 

 I.5.1.2. Mise en évidence des tanins  

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant 1 ml de l’extrait à 2 ml d’eau distillée 

et 2 à 3 gouttes de solution de FeCl3 à 1%. L’apparition d’une coloration bleu-vert indique la 

présence des tanins catéchiques ; s’il se développe une coloration bleue –noire, ceci indique la 

présence des tanins galliques (Trease & Evans, 1989). 

 I.5.1.3. Mise en évidence des saponines  

Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse, leur détection est réalisée en 

ajoutant 1 ml de l’extrait à 2 ml d’eau distillée, puis la solution est agitée fortement pendant 2 

min. Le mélange est ensuite abandonné pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, 

supérieur 1cm indique la présence des saponosides (Bruneton, 1999). 

 I.5.1.4. Mise en évidence des anthraquinones  

Leur détection est réalisée en ajoutant 1 ml de chaque extrait à 0.5 ml de NH4OH à 10 % sous 

agitation. La présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse à 

une couleur violette (Kehrer, 1993). 
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 I.5.1.5. Alcaloïdes  

La caractérisation des alcaloïdes est effectuée à partir des réactifs de Bouchardat (réactif iodo-

ioduré), de Dragendorff (réactif de l'iodo-bismuthate de potassium) et réactif de Mayer (tétra-

iodomercurate de potassium) (Annexe II). 3ml de chaque extrait est réparti dans 3 tubes à 

essai. Dans le premier tube, sont ajoutées 2 gouttes de réactif de Dragendorff. Dans le 

deuxième tube, sont ajoutées 2 gouttes de réactif de Bouchardat et dans le troisième 2 gouttes 

de réactif de Mayer.  L’apparition d’un précipité brun-rougeâtre, rouge-orangé et blanc-

jaunâtre respectivement dans les tubes, indique une réaction positive (Guessan et al., 2009 ; 

Yusuf et al., 2013). 

 I.5.1.6. Détection des glycosides cardiotoniques (Keller- Killiani) 

La détection des glycosides cardiotoniques est réalisée par le test de Keller-Killiani :    5 ml 

d'extraits sont mélangés avec 2 ml d'acide acétique glacial contenant une goutte de chlorure 

ferrique. Le mélange est soigneusement ajouté à 1 ml de H2SO4 concentré. L’apparition d'un 

anneau marron, indique la présence du glycoside cardiotonique (Trease et al., 1989, 

Khandelwal, 2008).  

 I.5.1.7. Stérols et triterpènes (Liebermann Burchard)        

Dans un tube à essai, 5 ml de la solution à tester sont mélangés à 2 ml de chloroforme et 3 ml 

d’acide sulfurique concentré. La formation d'un anneau brun à la zone de contact des deux 

liquides avec une couche surnageante verte ou violette indique la présence de stéroïdes et de 

triterpènes (Harbone, 2012). 

  I.6.Analyse quantitative  

      I.6.1. Dosage des composés phénoliques  

La teneur en composés phénoliques des différents extraits obtenus à partir des différentes 

parties de Silybum marianum   a été réalisée par l’utilisation du réactif Folin-Ciocalteu, qui est 

un mélange de complexes de l’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et l’acide 

phosphomolybdique (H3PMo12O40) de couleur jaune. 

• Principe  

Le principe de la méthode est basé sur l’oxydation des composés phénoliques par ce réactif. 

Cette oxydation entraîne la formation d'un nouveau complexe molybdène(Mo8O23) -tungstène 

(W8O23) de couleur bleue qui possède une absorption maximale à 750 nm. L’intensité de la 



Partie expérimentale                                                                              Matériel et méthodes 

                                                                                                    

  
Page 57 

 

  

coloration produite est proportionnelle à la quantité   des polyphénols présents dans les 

extraits analysés (Boizot & Charpentier, 2006). 

• Mode opératoire  

Le dosage de polyphénols totaux (PT) est effectué par la comparaison de la densité optique 

(D.O) observée à celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue. 

Ce dosage est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et al., (2006) : Un volume de 

100 µl des solutions d’extraits à différentes concentrations est introduit dans des tubes à essai 

contenant 2 ml de carbonate de sodium (Na2CO3) à 2% fraîchement préparée. Après agitation 

au vortex et repos 5 min, 100 µl du réactif de Folin-Ciocalteu sont additionnés au milieu 

réactionnel. L’absorbance est mesurée à 750 nm, après 30 min d’incubation à température 

ambiante et à l’obscurité. 

Une courbe standard d’étalonnage est établie en parallèle dans les mêmes conditions 

expérimentales en utilisant l’acide gallique à différentes concentrations de (0 à 400 µg /ml). 

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme de matière 

végétale sèche (mg EAG/ g MS). 

    I.6.2.  Dosage des flavonoïdes totaux     

Le dosage des flavonoïdes totaux contenus dans les extraits de Silybum marianum est réalisé 

selon une méthode spectrophotométrique décrite par Dewanto et al., (2002), par l’utilisation 

de réactifs qui sont des solutions incolores de nitrite de sodium (NaNO2) et de chlorure 

d’aluminium (AlCl3). 

• Principe  

Le dosage des flavonoïdes totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure 

d’aluminium (AlCl3) avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec le 

carbonyle (C=O) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et 

des flavonols. Par ailleurs, AlCl3 peut également former des complexes acides labiles avec les 

groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des 

flavonoïdes (Chaouch, 2014). La réaction entraîne la formation d’un complexe rose qui 

absorbe à 510 nm.   

La concentration des flavonoïdes dans les extraits est calculée à partir de la gamme 

d’étalonnage établie avec un étalon de catéchine de concentration connue.  
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• Mode opératoire  

À 250 µl d’extrait dilué on ajoute 75 µl d’une solution de NaNO2 à 7%.  Le mélange laissé au 

repos à température ambiante pendant 6 min est complété de 150 µl d’une solution d’AlCl3 à 

10% fraîchement préparée. Après un repos de 5 min, 500 µl de soude (NaOH, 1M) sont 

additionnés au mélange, le volume final est ajusté à 2500 µl avec de l’eau distillée, puis agités 

au vortex pendant 10 secondes. L’absorbance est lue au spectrophotomètre UV-VIS à une 

longueur d’onde de 510 nm.  

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires avec 

un standard, la catéchine à des concentrations de 0 à 800 µg/ml. Les teneurs en flavonoïdes 

sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de matière végétale sèche 

(mg EC /g MS). 

     I.6.3. Dosage des tanins condensés  

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode colorimétrique de Folin de Dénis, 

décrite par Bajaj &Devsharma, 1977.  

• Principe 

Le principe de ce dosage est basé sur la réduction de l'acide phosphomolybdique et tungstique 

en milieu alcalin. Un complexe chromophore bleu à 760 nm révèle la présence de tanins. 

L’intensité de la coloration produite est proportionnelle à la teneur en tanins présents dans les 

extraits analysés.  

• Mode opératoire   

Au mélange, extrait (1ml) eau distillée (75 ml), sont ajoutés 5 ml de réactif de Folin de Dénis 

et 10 ml de la solution saturée de CO3Na2. Le tout est agité au vortex. Après homogénéisation, 

le mélange est mis à l’obscurité et température ambiante pendant 30 min. L’absorbance du 

mélange est lue au spectrophotomètre UV-VIS à 760 nm.       

Les teneurs en tanins condensés sont exprimées en milligramme (mg) équivalent d’acide 

tannique par gramme de la matière végétale sèche (mg EAT/g MS).  

Les teneurs en tanins condensés sont exprimées en milligramme (mg) équivalent d’acide 

tannique par gramme de la matière végétale sèche (mg EAT/g MS).  
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  I.7. Détermination de l’activité antioxydante  

De nombreuses méthodes sont utilisées pour évaluer in vitro l'activité antioxydante. Pour 

notre étude, nous avons utilisé deux tests chimiques à savoir : 

• La détermination de la capacité antioxydante totale (CAT) ; 

• Le piégeage du radical 2,2diphényl1-1-picryl-hydrazyl (DPPH).   

     I.7.1. Capacité antioxydant totale   

• Principe  

La capacité antioxydante totale (TAC) d’un composé donné ou d’un extrait végétal a pour but 

la détermination quantitative de la capacité antioxydante. Elle est évaluée à l’aide d’une 

méthode spectroscopique qui conduit à la formation d'un complexe phosphomolybdène. Cette 

méthode est basée sur la réduction de molybdène Mo (VI) présent sous la forme d’ions 

molybdate MoO4
2- à molybdène Mo(V)MoO2+ en présence de l’extrait de plante pour former 

un complexe vert (phosphate/Mo5+) à pH acide (Prieto et al., 1999). 

• Mode opératoire  

Le réactif au phosphomolybdate est composé d’un mélange d’acide sulfurique (0.6 N), de 

phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate d’ammonium (4 mM). Un volume de 3 ml de 

solution du réactif est combiné dans un tube avec 0.3 ml d’extrait. Après 90 min d’incubation 

à 95°C (auto-oxydation par la chaleur) puis repos de 6 min à température ambiante, 

l'absorbance est mesurée à une longueur d’onde de 695 nm contre un blanc contenant du 

méthanol à la place de l’extrait.  

L’activité antioxydante totale est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme 

de matière sèche (mg EAG/g MS). 

      I.7.2. Piégeage de radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)  

Le radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) très stable est largement utilisé pour 

déterminer directement et rapidement l'effet antioxydant des composés phénoliques (Shahidi, 

1997 ; Hüseyin et al., 2011). 

• Principe  

L’activité antioxydante est déterminée par spectrométrie UV- Visible en mesurant la 

diminution de l’absorbance d’une solution alcoolique de DPPH· à 515 nm. 
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En présence des piégeurs de radicaux libres, le radical stable DPPH• (2.2 Diphenyl 1 picryl 

hydrazyl) (Figure 23) de couleur violette est réduit sous forme non radicalaire DPPH-H (2.2 

Diphenyl 1 picryl hydrazine) de couleur jaune par les antioxydants (AH) donneurs 

d’hydrogènes présents dans l’extrait végétal ou par une autre espèce radicalaire (Maataoui et 

al., 2006). 

 

 

Figure 23 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre l’espèce radicalaire 

DPPH. et un antioxydant (AH) (Michel, 2011). 

• Mode opératoire  

Le protocole expérimental suivi est celui de Sanchez-Moreno et al., (1998). Une prise 

d’essai de 50 µl de différentes concentrations préparées dans le méthanol à raison 

géométrique de deux de chaque extrait est additionnée à 1950 µl de la solution méthanolique 

de DPPH (0.0025 g de DPPH dans 100 ml de méthanol) fraîchement préparée.  

Un contrôle négatif est préparé, en parallèle, 50 µl du méthanol est mélangé avec 1950 µl 

d’une solution méthanolique de DPPH à la même concentration utilisée. Le mélange est 

incubé pendant 30 min à l’obscurité. L’absorbance est mesurée à 515 nm. L’antioxydant de 

synthèse utilisé est l’acide ascorbique (le contrôle positif). 

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite à la diminution de 

l’intensité de la coloration du mélange (Liangli, 2008), selon l’équation suivante : 

                                      PI = (D.O témoin – D.O extrait / D.O témoin) × 100 

PI : pourcentage d’inhibition. 

D.O témoin : absorbance du témoin négatif. 

D.O extrait : absorbance de l’extrait. 

L’étude de la variation de l’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des extraits 

permet de déterminer la concentration qui correspond à 50% d’inhibition (IC50). Une faible 

valeur de CI50 correspondant à une grande efficacité de l’extrait (Chaouch, 2014). 
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  I.8. Evaluation de l’activité antibactérienne 

L’activité antibactérienne des différents extraits végétaux est réalisée en utilisant la méthode 

de diffusion en milieu solide, appelée méthode des disques selon le Comité National des 

Normes du Laboratoire Cliniques (NCCLS, 2001). Cette méthode permet de montrer 

l’existence ou non d’action antibactérienne des produits à tester. 

     I.8.1. Préparation des différentes dilutions des extraits  

Les extraits étudiés ont été dissous dans du diméthyl sulfoxyde (DMSO), un solvant dépourvu 

d’effet antimicrobien. Ainsi, nous obtenons pour les différents extraits, une solution mère à 

une concentration de 200 mg/ml. Les solutions mères sont diluées suivant un gradient de 

concentrations décroissantes de raison géométrique deux (2) dans le DMSO afin d’avoir pour 

chaque extrait une gamme de solutions ayant différentes concentrations. Ces dernières sont 

utilisées pour déterminer leurs activités antibactériennes. 

      I.8.2. Description des souches bactériennes 

Les souches de références du Laboratoire (American Type Culture Collection), proviennent 

du Laboratoire National De Contrôle Des Produits Pharmaceutiques fournis par l’Institut 

Pasteur d’Algérie (Tableau 05). 

Tableau 05 : Description et pouvoir pathogène des souches testées. 

Microorganismes 
(Bactéries) 

Espèces Références Pouvoir pathogène 

Bacille Gram + 
 

Bacillus subtilis  ATCC 6633  Intoxication alimentaire 

Cocci Gram + Microccocus luteus   ATCC 10240  Infections nosocomiale  

Staphylococcus aureus ATCC 6538 Intoxication alimentaire, 
infections nosocomiale 

Bacille Gram – Salmonella abony  ATCC 6017 Toxi-infection alimentaire 

Escherichia coli  ATCC 8739 Gastro-entérite et infection 
urinaire 

Bordetella branchiseptica ATCC 4617 Infections respiratoires 

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Infections nosocomiale, 
pulmonaires. 

ATCC: American Type Culture Collection. 



Partie expérimentale                                                                              Matériel et méthodes 

                                                                                                    

  
Page 62 

 

  

     I.8.3. Préparation des inoculums bactériens 

Afin de vérifier leur pureté, les différentes souches bactériennes sont repiquées par la méthode 

des stries sur gélose Mueller Hinton (Annexe II) ; puis incubées à 37 °C pendant 18 à 24 

heures, afin d’obtenir des cultures fraîches et des colonies isolées pouvant servir à la 

préparation de l’inoculum. Une ansée de colonie est mise en suspension dans 2.5 ml de 

bouillon Mueller-Hinton. La suspension bactérienne est bien homogénéisée. La turbidité de 

cette suspension est ajustée à 0,5 McFarland ce qui correspond à 1-2 × 108 UFC/ml (D.O = 

0.08 à 0.1 à une longueur d’onde de 625 nm), (NCCLS, 2001).  

     I.8.4. Ensemencement et dépôt des disques 

L’inoculum est ensemencé par écouvillonnage sur boîtes de Pétri stériles contenant la gélose 

Mueller-Hinton (stériles et refroidis à 45-50°C). 

      Les disques en papier Whatman (6 mm de diamètre) imprégnés de 10 µl d’extrait à 

différentes concentrations sont placés délicatement sur la gélose inoculée des 

microorganismes testés. Les boîtes de Pétri sont conservées à 4°C pendant 2 h puis incubées à 

37°C pendant 24 h. Après incubation, l’effet des extraits se traduit par l’apparition autour du 

disque d’une zone circulaire transparente correspondant à l’absence de la croissance (Pibiri, 

2005).  

De même, les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques (témoin 

positif) standards à savoir : érythromycine (15µg) et gentamycine (15µg), prêts à l’emploi ont 

été utilisés pour la comparaison avec les résultats des extraits testés et les disques Wattman 

imprégnés de DMSO (témoin négatif).  

Lecture et expression des résultats 

La lecture des antibiogrammes est faite par la mesure des diamètres des halos d’inhibitions au 

tour des disques.  

Tableau 06 : Transcription des valeurs des diamètres d’inhibition (D) (Chaouche, 2014). 

 

Inhibition Transcription Sensibilité 

D < 8 mm (-) Résistante 

9 ≥ D≤ 14 mm (+) Sensible 

15 ≥ D ≤19 mm (++) Très sensible 

D ≥ 20 mm (+++) Extrêmement sensible 
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     I.8.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en 

milieu solide 

L'ensemble des extraits bruts des différentes parties de Silybum marianum a fait l'objet d'une 

deuxième étude qui a porté sur l'évaluation de leur activité antibactérienne par le biais de la 

méthode des dilutions sur milieu solide ou CMI en milieu solide. Cette méthode consiste en 

l’ensemencement de gélose contenant des concentrations décroissantes en extrait. On 

recherche la plus faible concentration pour laquelle il y a inhibition macroscopique de la   

croissance bactérienne. La lecture de la CMI est effectuée à l’œil nu. La concentration 

inhibitrice à considérer est la concentration minimale d’extrait pour laquelle aucune 

croissance n’est détectée (Jorgensen et al., 1997).  

L’activité inhibitrice des extraits a été identifiée dans une plage de concentration de 6.25 à 

200 mg/ml.  

  I.9. Séparation des composés phénoliques par la chromatographie liquide à 

haute performance (CLHP) en phase inversée 

I.9.1. Principe 

La chromatographie liquide à haute performance (CLHP) en phase inversée, combinée à la 

détection électronique ou à la spectroscopie ultraviolette et visible est sans doute la méthode 

la plus utilisée pour la séparation, la quantification et l’identification des composés 

phénoliques (Merken &Beecher ,2000 ; Mattila & Kumpulainen ,2002 ; Ignat et al., 

2011). 

Elle ne demande qu’une faible quantité d’échantillon végétal. Elle permet en outre de 

combiner en une seule opération rapide et reproductible les analyses qualitatives et 

quantitatives d’un extrait phénolique complexe, ce qui permet l’étude de matériaux végétaux 

très variés (Pietta et al., 2003 ; Sakakibara et al., 2003). 

Les séparations sont basées sur les polarités respectives des phases stationnaires utilisées, du 

solvant d’élution et des composés phénoliques concernés, en particulier leur degré 

d’hydroxylation, de glycosylation et de méthylation (Macheix et al., 2005). 

Les extraits des feuilles et des tiges (hydro-acétonique et hydro-éthanolique obtenue par 

macération et décoction respectivement) ainsi que les extraits des fleurs (hydro-méthanolique 

obtenue par macération et décoction) ont été sélectionnés pour l’analyse chromatographique 

par HPLC, vu leur richesse en composés phénoliques et leurs activités antioxydantes élevées. 
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     I.9.2. Description du système RP-HPLC utilisé 

L’appareillage de chromatographie de marque Shimadzu-system (Figure 24) est muni d’une 

colonne chromatographique composée d’un gel de silice greffé de groupement organiques 

apolaires octadécyle C18, du type Ascentis Express C18 column, de 15 cm de longueur, 4.6 

mm de diamètre interne et de 2.7µm de diamètre de particules (Supelco, Bellefonte, PA, 

USA) contenant la phase stationnaire apolaire (phase inverse). C’est une phase inversée, dans 

ce cas, on parle de la chromatographie liquide à haute performance en phase inversée (RP-

CLHP), thermostaté 

e à 35°C, d’une pompe (Prominence I. LC-2030C 3D) et d’un contrôleur de gradient auxquels 

sont connectés un injecteur manuel et un détecteur UV- visible.  

Les solvants utilisés pour l’élution sont : le solvant A qui est constitué de l’eau acidifiée avec 

acide acétique à pH=3 et solvant B qui est le méthanol toujours acidifié avec acide acétique à 

pH=3.  

L’élution est effectuée en mode gradient avec un débit de 0.8 ml /min et le volume d’injection 

de 5µL d’extrait concentré (100 mg/ml). La détection a été effectuée par un détecteur UV-

visible à une longueur d’onde de 280 nm. La durée totale de séparation est de 60 min. 

Au niveau du détecteur, chaque composé du mélange sortant de la colonne est détecté, 

donnant ainsi un signal qui est enregistré par le système de traitement des données sous forme 

d’un pic.  

L’identification par analyse en HPLC se fait par la comparaison des temps de rétention et des 

caractéristiques spectrales des pics avec ceux des standards. Il est également possible de faire 

l’identification des temps de rétention en se référant à la littérature qui peut-être comparée à 

ceux obtenus dans des travaux antérieurs avec les mêmes conditions d’analyse. 
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Figure 24 : Principe de fonctionnement de l’HPLC (Hachoumi, 2013). 

I.10. Analyses statistiques  

Les données expérimentales des dosages des taux en polyphénols totaux, en flavonoïdes, en 

tanins et l’évaluation de l'activité antioxydante sont des analyses effectuées en triplicata. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± écart type.  

Le coefficient de corrélation des propriétés antioxydantes a été déterminé en utilisant l’Excel 

2017. 

       Les analyses statistiques ANOVA ont été effectuées par l’Excel 2003. L'analyse de la 

variance a été appliquée pour déterminer la différence significative à p <0,05. 
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 II.1. Rendement d’extraction  

L’extraction des différents composés phénoliques de Silybum marianum a permis d’obtenir 

24 extraits en fonction du type du solvant (eau distillée, méthanol : 70%, acétone : 70%, et 

éthanol : 70%), du mode d’extraction (macération, décoction) et de la partie de la plante 

étudiée. Le rendement de chaque extrait est exprimé en pourcentage pour 100 g de matériel 

végétal sec et broyé.  

Les rendements d’extraction varient considérablement, ils sont illustrés dans le tableau 

suivant : 

Tableau 07 : Rendements d’extraction des différentes parties de Silybum marianum par 

macération et décoction (moyenne+ écart type). 

 
Parties 

de la plante 

 
Solvants          

d’extraction 

               Rendement (Rd) (%) 

Macération Décoction 

 
 
 

Feuilles 

Eau 24.71 ± 4.68 24.65 ± 10.77 

Méthanol 22.03 ± 4.79 24.45 ± 6.81 

Acétone 15.43 ± 0.44 19.19 ± 4.57 

Éthanol 19.92 ± 1.40 12.13 ± 5.89 

 
 

Tiges 

Eau 21.75 ±7.58 20.12 ± 3.70 

Méthanol 16.28 ±1.85 18.08 ± 2.98 

Acétone 11.46 ±3.31 21.44 ± 4.09 

Éthanol 13.33 ± 2.40 19.59 ± 4.86 

 
 

Fleurs 

Eau 08.96 ± 4.07 16.72 ± 2.75 

Méthanol 06.95 ± 4.40 19.89 ± 8.75 

Acétone 10.25 ± 4.11 20.84 ± 3.28 

Éthanol 08.70 ± 2.87 9.94 ± 2.99 

 

Les résultats révèlent que le rendement d’extraction diffère selon la méthode, le solvant 

d’extraction et la partie de la plante utilisée. En effet, dans le cas de la macération (Figure 25), 

l’eau s’avère le meilleur solvant d’extraction avec une moyenne de 18.47 % sur trois 
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échantillons (feuille, tige et fleur) et dans un moindre degré le méthanol (15.08% en 

moyenne), l’éthanol (13.98% en moyenne) et enfin l’acétone (12.38% en moyenne).  

Pour les feuilles et la tige de la plante, les extractions par macération montrent que les extraits 

aqueux présentent respectivement les rendements les plus élevés (24.71% et 21.75%). Les 

rendements les plus faibles sont obtenus avec les extraits hydro-acétoniques, respectivement 

dans un ordre de 15.43 % et 11.46%.  

Pour les fleurs, l’extrait hydro-acétonique obtenu par macération présente le rendement le plus 

élevé (10.25%). L’extrait hydro-méthanolique présente un pourcentage de rendement plus 

faible (06.95%). 

Par macération, les feuilles de Silybum marianum donnent le rendement d’extraction le plus 

important (20.52%), suivi par la tige soit 15.72 % en moyenne. Les fleurs par contre, offrent 

le rendement d’extraction le plus faible a raison de 8.72% en moyenne. 

Salem et al., (2016) ont vérifié que les extraits méthanoliques par macération présentent des 

rendements d’extraction avec une valeur de 11% pour les feuilles et de 7% pour les fleurs et 

les tiges. Tandis que le plus faible rendement a été enregistré avec les extraits 

acétoniques dans différents organes (feuilles, tiges et fleurs) dont les valeurs ne dépassent pas 

2 %. 

 

Figure 25 : Rendements d’extraction de différentes parties de Silybum marianum par 

macération.  
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Concernant la décoction, les résultats des rendements d’extraction illustrés dans la figure 26, 

montre que le méthanol donne le meilleur rendement d’extraction soit une moyenne de 20,81 

% sur trois parties étudiées (feuille, tige, et fleur), contrairement à l’éthanol, dont le 

rendement est plus faible (13,89 % en moyenne). 

Les feuilles présentent le rendement le plus élevé à savoir 20.11% suivi par la tige et les fleurs 

à raison de 19.81 et 15.85% en moyenne. 

Pour les feuilles, les extractions par décoction montrent que l’extrait aqueux présente le 

rendement le plus élevé (24.65%) et l’extrait hydroéthanolique présente le plus faible 

rendement (12.13%). Par contre, pour la tige et les fleurs les rendements d’extraction par 

décoction montrent que les extraits hydro-acétoniques et aqueux présentent respectivement les 

rendements les plus élevés (21.44 % et 20.84 %). L’extrait hydroéthanolique représente le 

plus faible rendement (9.94 %) pour les fleurs, les autres extraits de tiges présentent des 

valeurs très rapprochées. 

 

 

Figure 26 : Rendements d’extraction de différentes parties de Silybum marianum par 

décoction. 

Les meilleurs rendements d’extraction des deux méthodes utilisées sont enregistrés pour la 

décoction soit une moyenne de 18.92 % devant 14,98 % pour la macération. Nos résultats 

sont en accord avec ceux de Mahmoudi et al., (2013). La décoction reste efficace pour 

l’extraction des composés phénoliques car c’est une opération qui doit être réservée à 

l’extraction de principes actifs non thermolabiles (Leybros & Frémeaux, 1990). Toutefois, 

cela n'empêche pas que la macération soit une des méthodes d’extraction la plus simple et la 
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plus utilisée pour la détermination du contenu des plantes médicinales en métabolites 

secondaires (Chaouch, 2013). 

Dans notre cas, les meilleures moyennes de rendements d’extraction par différents solvants 

sont pour les extraits aqueux (16.10% en moyenne) suivie par les extraits hydro-

méthanoliques (13.05%en moyenne) puis par les extraits hydro-éthanoliques et les extraits 

hydro-acétoniques qui sont très proches (12.66 et 11.85 % en moyenne). Dans ce contexte, 

nos résultats sont en accord avec ceux de Lehout et al., (2015) qui montrent que le rendement 

le plus élevé à partir de la plante médicinale Artemisia herba a été obtenu par la méthode 

d’extraction à l’eau chaude. 

Plusieurs travaux montrent que les rendements sont plus élevés pour l’extrait aqueux que 

l’hydro-méthanolique (Bonnaillie et al., 2012). Cela peut s’expliquer par le fait que l’eau est 

un solvant fortement polaire connu pour extraire une large gamme de molécules dont une 

quantité importante de composés non phénoliques. En effet, l’eau est le solvant universel 

utilisé pour l’extraction (Scalbert, 1992 ; Cowan, 1999).  

Selon Békro et al., (2007), les substances solubles dans l’eau sont présentes en quantité 

importante. Elles sont l’une des causes essentielles de l’augmentation du rendement 

correspondant à la méthode d’extraction à l’eau chaude ou par décoction. Ces substances 

peuvent être de nature protéique ou glucidiques. Il a été démontré que l’extraction par 

solvants à température élevée permet d’obtenir des rendements plus élevés en extraits secs 

qu’à température ambiante et aussi plus élevés pour les extraits aqueux que méthanolique 

(Majhenic et al., 2007). 

Le rendement d’extraction varie non seulement d’une plante à une autre de la même famille. 

La diversité structurale de chaque plante est aussi responsable de la grande variabilité des 

propriétés physico-chimiques influençant l'extraction des polyphénols (Koffi et al., 2010 ; 

Mahmoudi et al., 2013).  

Le rendement de l’extraction varie également en fonction de l’espèce végétale, des propriétés 

génétiques des plantes, de l’organe utilisé dans l’extraction, des conditions, de la durée de 

séchage ainsi que de la période de récolte (Mohammedi, 2013 ; Chaouch, 2013). 

Selon Perva-Uzunalic et al. (2006), Penchev (2010) et Michel (2011), le rendement 

d’extraction varie en fonction de plusieurs paramètres, tels que les paramètres de l’extraction 
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solide- liquide des polyphénols, la nature du solvant et de sa polarité, la température, le temps 

de contact du matériel végétal avec le solvant d’extraction ainsi que la diminution de la taille 

des particules pour augmenter le coefficient de diffusion du solvant et le degré d’agitation. 

Selon Albu et al., (2004), le choix d’un solvant d’extraction dépend de plusieurs paramètres 

incluant sa polarité et sa nature chimique, la composition des extraits et les propriétés 

physiques de ces composés tels que la densité et la viscosité qui, à leur tour, peuvent influer 

sur la diffusion et le taux d’extraction. En effet, l’eau est le solvant universel utilisé pour les 

extractions (Scalbert ,1992 ; Cowan, 1999). Les solvants alcooliques aqueux notamment 

l’acétone, l’éthanol, et le méthanol sont les plus couramment utilisés dans l’extraction des 

composés phénoliques à partir des espèces végétales (Naczk &Shahid, 2004). 

Plusieurs travaux antérieurs ont montré que le rendement d'extraction augmente de manière 

significative avec l'utilisation d'éthanol aqueux ou de méthanol aqueux par rapport à des 

extractions aux solvants organiques purs (Vazquez et al., 2008 ; Mussatto et al., 2011). Plus 

précisément, l'addition d'eau aux solvants polaires améliore l'extraction des composés 

phénoliques en particulier à l'éthanol, au méthanol ou à l'acétone (Trabelsi et al., 2010). Ce 

comportement peut-être expliqué par le fait que la présence de l’eau déstabilise les parois 

cellulaires. Par conséquent, en pénétrant plus profondément dans la matrice végétale, le 

solvant peut entrer en contact avec une quantité plus grande de soluté, favorisant ainsi 

l’extraction (Penchev et al., 2010). 

II.2. Analyse phytochimique qualitative et quantitative 

     II.2.1. Analyse qualitative 

Le screening phytochimique effectué a pour objectif la mise en évidence de familles de 

composés phénoliques existant dans les extraits. Les résultats de ce criblage phytochimique 

sont reportés dans le tableau 08. Il révèle la présence ou l’absence d’un groupe de métabolites 

secondaires. 
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Tableau 08 : Résultats de la phytochimie qualitative des extraits des différentes parties de 
Silybum marianum par macération et décoction. 

� FLV : Flavonoïdes, Tn : Tanins, SAP : Saponosides, ANT : Anthraquinone, ALCA :   

Alcaloïdes, STÉR et TRITE : Stérols et triterpènes, GLUC CARDIO : Glucosides 

cardiotoniques. 

� (+++) : Réaction très positive, (++) : Réaction positive ; (+) : Réaction moyennement 

positive ;(+-) : Réaction douteuse ; (-) : Réaction négative.  

Partie 
de la 
plante 

 
Extraits 

Composés phénoliques caractérisés 

FLV Tn SAP ANTH
R 

ALC
A 

STÉR et 
TRITE 

GLUC 
CARDIO 

 
 
 
 
 
Feuille 
(Fe) 
 
 
 

Fe Aq M +++ ++ - +- ++ ++ +++ 
Fe MeTH 

M 
+++ +++ - +- ++ ++ +++ 

Fe Ac M ++ +++ - +- ++ +- +++ 
Fe ETOH 

M 
+++ +++ - +- ++ + +++ 

Fe Aq D +++ ++ - - ++ +++ +++ 

Fe MeTH D +++ +++ - - ++ +++ +++ 
Fe Ac D + +++ - - ++ - +++ 

Fe ETOH D + +++ - - ++ ++ +++ 

 
 
 
 
 
 
 Tige 
(T) 
 
 

T Aq M 

 

+++ ++ - - ++ + +++ 

T MeTH M +++ +++ - - ++ + +++ 

T Ac M ++ ++ - - ++ - +++ 
T ETOH M ++ +++ - - ++ + +++ 

T Aq D +++ +++ - +- ++ ++ +++ 
T MeTH D + +++ - +- ++ ++ +++ 

T Ac D ++ +++ - +- ++ - +++ 

T ETOH D + ++ - +- ++ +++ +++ 

 
 
 
Fleurs 
(Fr) 
 
 
 
 

Fr Aq M ++ ++ - - ++ + +++ 

Fr MeTH M +++ +++ - - ++ + +++ 
Fr Ac M ++ +++ - - ++ + +++ 

Fr ETOH M ++ +++ - -- ++ + +++ 
Fr Aq D ++ ++ - - ++ +++ +++ 

Fr MeTH D +++ +++ - - ++ +++ +++ 
Fr Ac D ++ +++ - - ++ ++ +++ 

Fr ETOH D ++ ++ - - ++ +++ +++ 
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Les résultats phytochimiques préliminaires réalisés sur les extraits des différentes parties de 

Silybum marianum obtenus par macération et décoction, a révélé la présence de cinq groupes 

de composés bioactifs dans tous les extraits : la présence remarquable des flavonoïdes, des 

tanins, des alcaloïdes, des stérols, des triterpènes, et des glucosides cardiotoniques. Seuls les 

flavonoïdes sont présents en faible quantité (une réaction moyennement positive) dans 

l’extrait hydroacétonique et hydroéthanolique des feuilles et dans l’extrait hydro- 

méthanolique et hydroéthanolique des tiges obtenus par décoction. On note aussi une réaction 

douteuse pour les anthraquinones dans les différents extraits de feuilles par macération et les 

extraits de tiges par décoction ainsi qu’une réaction négative pour le reste des extraits. 

Cependant, dans les différents extraits, nous observons une absence totale de saponosides. 

Les travaux de Syed Muhammad et al., (2011), montrent que les fleurs de Silybum 

marianum sont riches en flavonoïdes, en phénols et en tanins, alors que les saponines et les 

alcaloïdes n'ont pas été détectés.  

Shah et son équipe (2011) ont rapporté la présence de flavonoïdes, de phénols et de tanins au 

cours d’une analyse qualitative de l'extrait aqueux de cette plante. 

John & Koperuncholan (2012) ont analysé les extraits hydro-éthanoliques des feuilles. Ils 

signalent la présence d'acides aminés, de sucres et de tanins et l’absence des alcaloïdes, des 

flavonoïdes, des phénols, des saponines et des stéroïdes. 

L’analyse qualitative de l’extrait hydroéthanolique obtenu à partir des graines de Silybum 

marianum, révèlent la présence des différents groupes de substances bioactives telles que les 

flavonoïdes, phénols, terpènes, tanins, et les glucosides. Un résultat négatif indique l'absence 

des saponosides, anthraquinone et les alcaloïdes (Al Atraqchi & Al Shaikh, 2014). 

Une analyse faite par Puri et ses collaborateurs en 2015, sur les extraits hydro-éthanoliques et 

aqueux de la plante de Silybum marianum obtenue par macération et Soxhlet, rapporte la 

présence de flavonoïdes, de tanins, de stérols, de triterpènes, de glucosides cardiotoniques et 

d’alcaloïdes qui restent absents dans l’extrait aqueux. Ces mêmes travaux affirment l’absence 

de saponosides dans les mêmes extraits. 

Le travail mené par Akhtar et son équipe sur 61 espèces collectées au Pakistan (2015) 

montrent que les résultats du screening chimique effectué sur l’extrait aqueux obtenu par 

macération des parties aériennes de la plante Silybum, montrent la présence de tanins et 

d’alcaloïdes et l’absence des terpènes, des glucosides, des saponines et des coumarines.  
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Les résultats précités, prouvent que la présence ou l’absence de certains métabolites 

secondaires varie selon les parties de la plante. Pour chaque espèce végétale et au sein de la 

même espèce, la nature des composants phytochimiques est à l’origine des activités 

biologiques de chaque extrait ou fraction. Ces activités dépendent aussi de la teneur de la 

substance ou des substances biologiquement actives (Mohammedi, 2013). L'ensemble des 

groupes chimiques ainsi identifiés, ont des propriétés pharmacologiques remarquables 

(Ouedraogo, 2001). Le potentiel d’une plante médicinale est attribué à l’action de ses 

constituants phytochimiques qui pourraient justifier ses multiples indications thérapeutiques 

(Konkon et al., 2006).   

  II.2.2. Analyse quantitative de composés phénoliques 

Les composés phénoliques sont des molécules bioactives qui font l’objet de nombreux 

travaux puisqu’ils interviennent dans le traitement de nombreuses maladies et sont largement 

recherchés pour leurs excellentes propriétés biologiques (antioxydantes, anti-inflammatoires, 

antimicrobiennes, etc.). 

Afin de caractériser quantitativement les extraits préparés à partir des différentes parties 

étudiées de Silybum marianum, des dosages de polyphénols totaux, de flavonoïdes et de tanins 

ont été effectués par des méthodes spectrophotométriques, en se référant à des équations de 

régression linéaire des courbes d’étalonnage. 

       II.2.2.1. Courbes d’étalonnages 

1) Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux   

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols sont exprimés en mg équivalent d’acide 

gallique par gramme de matière végétale sèche (mg GAE /g MS), en utilisant l’équation de 

régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de l’acide gallique (y = 0.0011 x - 

0.0151), avec un coefficient de détermination (R2= 0.9845) (Figure 27). 
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Figure 27 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux. 

2) Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoïdes  

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoïdes sont exprimés en mg équivalent 

catéchine par gramme de matière végétale sèche (mg EC/g MS) en utilisant l’équation de 

régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la catéchine (y= 0.0024 x + 0.2213), avec (R2 

= 0.9806) (Figure 28). 
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Figure 28 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoïdes. 

 

3) Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins 

Les teneurs en tanins condensés ont été exprimées par référence à la courbe d’étalonnage de 

l’acide tannique (y= 0.9967 x- 0.0004) avec un coefficient de détermination (R2 = 0.9894). 

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide tannique par gramme de 

matière végétale sèche (mg EAT/g MS) (Figure 29). 
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Figure 29 : Courbe d’étalonnage de l’acide tannique pour le dosage des tanins condensés. 

     II.2.2.2.  Dosages de polyphénols totaux   

Les résultats du dosage de polyphénols totaux (Tableau 09) révèlent que les teneurs les plus 

élevées en polyphénols ont été enregistrées dans les extraits obtenus par macération : Fe 

MeOH M, Fe Ac M avec des valeurs de l’ordre de 18.75± 0.55 et 16.97 ± 5.46 mg EAG/g MS 

respectivement suivi par l'extrait Fe ETOH D avec un taux de 16.12 ± 2.50 mg EAG/g MS. 

Une importante teneur en polyphénols a été aussi observée dans l’extrait hydro-méthanolique 

Fe MeOH D avec un taux de (15.31 ± 0.78 mg EAG/g MS). Tandis que l'extrait T Ac D est le 

plus faible en composés phénoliques avec un taux de 04.24± 0.70 mg EAG/g MS. Pour le 

reste des échantillons, les teneurs en composés phénoliques sont intermédiaires et restent 

appréciables. 

Les résultats présentés dans le tableau 09 montrent que les extraits des différentes parties, 

obtenus par macération et par décoction possèdent des teneurs en composés phénoliques 

significativement différentes (P <0.05) en relation étroite avec la nature du solvant et la 

méthode d’extraction. 

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Mahmoudi et al., (2013) qui ont montré que 

la macération est la meilleure méthode d’extraction des polyphénols totaux soit en moyenne 

19,88 contre 17,53 mg EAG/g MS pour la décoction.      
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Tableau 09 : Teneurs en polyphénols totaux dans différentes parties de Silybum marianum 

extraits par macération et décoction (mg EAG/g MS). 

 

 
Parties 

de la plante 
 

 
Solvants          

d’extraction 
 
 

 
Polyphénols totaux (mg EAG/g MS) 

Macération Décoction 

 
 

Feuilles (Fe) 

Eau 07.52 ± 0.24 10.93± 2.78 

Méthanol 18.75± 0.55 15.31 ± 0.78 

Acétone 16.97 ± 5.46 12.18 ± 3.89 

Éthanol 11.95 ± 1.76 16.12 ± 2.50 

 
 
 

Tige (T) 

Eau 07.46 ±0.83 10.88 ± 3.19 

Méthanol 09.01 ±0.47 07.44± 0.42 

Acétone 09.28 ±1.18 04.24± 0.70 

Éthanol 08.10 ± 2.06 05.06 ± 0.89 

 
 

Fleurs (Fr) 

Eau 04.70 ± 0.27 06.10 ± 1.11 

Méthanol 07.76 ± 2.12 07.13 ± 0.38 

Acétone 08.10 ± 0.32 09.24 ± 1.13 

Éthanol 09.04 ± 0.25 13.00 ± 5.67 

 

La macération commence avec le choix d’un solvant d’extraction adéquat. Après une étape de 

diffusion du solvant à l’intérieur des cellules végétales le processus continue avec la 

solubilisation de composés bioactifs qui vont migrer de la matrice végétale vers le solvant 

environnant jusqu’à ce que l’équilibre de partage de concentration soit atteint (Handa,2008). 

L’extraction par macération est l’une des méthodes d’extraction la plus simple et la plus 

utilisée pour la détermination du contenu des plantes médicinales en métabolites secondaires 

(Chaouch, 2013) et la seule méthode utilisable dans l’extraction d’un ensemble de molécules 

fragiles (Ben Amor, 2008). Elle permet de préserver les métabolites ainsi que leur structure, 

contrairement à l’extraction par décoction où la chaleur est susceptible de dégrader certains 
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composés chimiques thermosensibles (Garcia-Salas et al., 2010). Toutefois, cela n'empêche 

pas que la décoction reste efficace pour l’extraction des composes phénoliques car c’est une 

opération qui doit être réservée à l’extraction de principes actifs non thermolabiles. Elle est 

cependant très rapide nécessitant des temps de contact de l’ordre d’une dizaine de minutes.  

En effet, indépendamment du système de solvant et du type d'extraction, et en fonction de la 

partie de la plante, les feuilles des Silybum marianum donnent les teneurs les plus élevées en 

polyphénols (13.80 mg EAG/g MS en moyenne) suivi par les fleurs et la tige avec des valeurs 

de l’ordre de 8.13 et 7.68 mg EAG/g MS en moyenne respectivement. La répartition inégale 

des polyphénols dans les différents organes d’une même plante a été aussi rapportée par 

plusieurs auteurs (Guessan et al.,2009 ; El-haci , 2012 ; Bourgou et al., 2016). 

Parmi les quatre systèmes de solvants utilisés, le méthanol offre un extrait dont la teneur la 

plus élevée en polyphénols a été enregistrée dans l’extrait Fe MeOH M, avec une valeur de 

l’ordre de 18.75± 0.55 mg EAG/g MS. 

Les travaux de Gamil et al., (2013) montrent que la quantité maximale de composés 

phénoliques totaux (30,28 mg EAG / g MS) a été obtenue à partir des feuilles d’artichaut en 

utilisant du méthanol comme solvant d’extraction. D’autres études portant sur les différentes 

parties de Silybum marianum (feuilles, fleurs et tiges) originaire de la région Sidi Thabet 

située à une soixantaine de kilomètres au nord-ouest de Tunis, rapportent respectivement les 

teneurs de polyphénols suivants : 32.17±1.39 ; 22.19±0.36 et 35.60±0.85 mg EAG/g de 

l’extrait brut obtenu par macération dans le MeOH à 70% (Salem et al. ,2016). Ces valeurs 

sont nettement supérieures aux nôtres car nous avons trouvé respectivement (18.75± 0.55 ; 

07.76 ± 2.12 et 09.01 ±0.47 mg EAG/g MS), dans les feuilles, les fleurs et la tige. 

Les quantités de polyphénols totaux observées par Salem et al., (2016) dans les extraits 

acétoniques de feuilles sont de l’ordre de : 1.09±0.24 mg EAG/g MS, de 6.39±0.29 mg 

EAG/g MS pour les fleurs et de 1.80±0.20 mg EAG/g MS mg pour la tige. Ces valeurs sont 

nettement inférieures à celles que nous avons trouvées respectivement dans les feuilles, les 

fleurs et la tige (16.97 ± 5.46 ; 08.10 ± 0.32 et 09.28 ±1.18 mg EAG/g MS). 

Les extraits éthanoliques à 70% montrent des teneurs de 11.95 ± 1.76 et 08.10 ± 2.06 mg 

EAG/g MS respectivement dans les feuilles et la tige. Ils sont proches de ceux obtenus par 

Sun et al., (2016) avec des valeurs de l’ordre 11.84±0.21 et 9.80±0.13 mg EAG/g MS 

respectivement dans les feuilles et les tiges, utilisant le solvant éthanol à 60%.  
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Des études réalisées par Gamil et al., (2013) sur les feuilles d’artichauts, indiquent des 

teneurs en polyphénols totaux obtenues par macération aqueux, plus élevées que les nôtres, de 

l’ordre de 20.00 mg EAG / g MS. 

En revanche, le travail mené par Akhtar et al., (2015) sur 61 espèces collectées du Pakistan 

montre que l’extrait aqueux obtenu par macération des parties aériennes de la plante Silybum 

marianum donne des teneurs en polyphénols totaux de l’ordre de 5.5±2 .0 mg EAG/g MS. 

Ces résultats sont proches de ceux que nous avons trouvés pour les extraits aqueux avec des 

valeurs de l’ordre de 07.52 ± 0.24 mg EAG/g MS pour les feuilles, de 07.46 ±0.83 mg EAG/g 

MS pour la tige et de 04.70 ± 0.27 mg EAG/g MS pour les fleurs. Ceci peut être dû à la 

variation du contenu de chaque espèce en métabolites ainsi qu’à l’origine géographique, aux 

conditions, à la durée du séchage et à la période de la récolte (Mohammedi, 2013 ; Chaouch, 

2013). 

Les résultats indiquent que les teneurs en polyphénols varient selon le solvant utilisé, un effet 

bénéfique a été obtenu par l’addition de 30% d’eau à ces solvants (éthanol, acétone et 

méthanol), ce qui a permis une meilleure extraction quantitative des composés phénoliques 

(Bettaieb et al., 2016).Il a été rapporté dans la littérature que la combinaison méthanol-eau 

dans les proportions 70 : 30 en volume donnait le meilleur rendement d’une macération et que 

cette même combinaison a donné la teneur la plus élevée en composés phénoliques des 

feuilles de Tamarix aphylla L. par rapport à d’autres solvants comme l’éthanol-eau, l’acétone-

eau et l’eau distillée (Mohammedi & Atik, 2011). 

  En outre, mis à part le méthanol, l'addition de 30 % d'eau distillée à l’acétone et à l’éthanol a 

augmenté de façon remarquable leurs pouvoirs extractants (Bourgou et al., 2016). Ces 

résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs qui ont démontré que les solvants 

mixtes sont très efficaces à extraire les polyphénols. 

Selon Mohammedi & Atik (2011), l’utilisation de solvants mixtes aboutit à un fort 

enrichissement des extraits en polyphénols. La supériorité des solvants mixtes est due à 

l’augmentation de la solubilité des composés phénoliques dans les extraits obtenus par des 

solvants mixtes comparés à ceux obtenus par des solvants purs. 
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       II.2.2.3. Teneur en flavonoïdes  

Les flavonoïdes, composés les plus importants des polyphénols sont aussi déterminés dans les 

trois parties choisies (feuilles, tiges et fleurs) de la plante Silybum marianum.  

Les résultats des flavonoïdes ont révélé la présence de ces composés avec des quantités 

différentes selon la méthode d’extraction, la partie de la plante et le type du solvant (Tableau 

10). 

Tableau 10 : Les teneurs en flavonoïdes (moyenne+ écart type) des différentes parties de 

Silybum marianum par macération et décoction. 

 
Parties 

de la plante 

 
Solvants          

d’extraction 

Flavonoïdes (mg EC/g MS) 

Macération Décoction 

 

 

Feuilles 

(Fe) 

Eau 04.23 ± 0.37 02.63± 0.39 

Méthanol 02.70 ± 0.32 04.09 ± 0.60 

Acétone 0.95 ± 0.06 05.06 ± 0.44 

Éthanol 03.04 ± 0.45 05.08 ± 0.57 

 

Tiges 

(T) 

Eau 02.53 ± 0.14 03.84 ± 0.24 

Méthanol 02.32 ± 0.44 03.75 ± 0.32 

Acétone 03. 60 ± 0.13 02.23 ± 0.15 

Éthanol 03.02 ± 0.51 04.12 ± 0.52 

 

Fleurs 

(Fr) 

Eau 02.86 ± 0. 74 04.18± 0.88 

Méthanol 04.80 ± 0.06 04.50 ± 0.56 

Acétone 04.35 ± 0.89 03.81 ± 0.56 

Éthanol 03.25 ± 0.05 04.60± 0.55 

 

       Selon la méthode d’extraction, indépendamment du solvant et de la partie de la plante 

utilisée, nous avons observé que les différents extraits présentent des teneurs variées en 

flavonoïdes. En effet, la teneur la plus élevée est enregistrée pour la décoction (5.08 ± 0.57mg 

EC/g MS). 
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  La décoction semble être la meilleure méthode d’extraction des flavonoïdes par apport à la 

macération qui suggère que la température jouerait un effet positif améliorant l’extraction de 

principes actifs non thermolabiles 

Par contre les travaux de Mahmoudi et al., (2013) montrent que la macération est préférable 

pour extraire les flavonoïdes à partir de différentes parties de Cynara Scolymus L. 

 Les teneurs les plus élevées en flavonoïdes ont été enregistrées pour les deux extraits hydro-

éthanolique (Fe ETOH D) et hydro-acétonique (Fe Ac D) obtenu par décoction, avec 

respectivement des valeurs de l’ordre de 5.08 ± 0.57 mg EC/g MS et 05.06 ± 0.44mg EC/g 

MS. L’extrait qui a présenté la teneur la plus faible était l’extrait hydroacétonique obtenu par 

macération : Fe Ac M (0.95 ± 0.06 mg EC/g MS). 

En ce qui concerne le solvant d’extraction, l’éthanol est le meilleur extracteur des flavonoïdes 

par décoction dans les trois parties de la plante qui représentent les valeurs les plus élevées : 

Fe ETOH D (5.08 ± 0.57mg EC/g MS) ; T ETOH D : (04.12 ± 0.52mg EC/g MS) et Fr ETOH 

D (04.60± 0.55mg EC/g MS). 

 Les résultats présentés dans le tableau (10) montrent que les extraits des feuilles par 

macération possèdent des teneurs en flavonoïdes significativement différentes (P <0.05) en 

relation étroite avec la nature du solvant et la méthode d’extraction utilisée tandis que pour les 

autres extraits, la concentration en flavonoïdes est non significative (P> 0.05). 

 L’étude de Sun et al., (2016), révèle des teneurs en flavonoïdes dans l’extrait 

hydroéthanolique de l’ordre de 9.82±0.32 mg EC/g MS pour les feuilles et 6.64±0.43 mg 

EC/g MS pour la tige, par contre nos résultats sont nettement inférieurs avec des valeurs de 

l’ordre de 04.23 ± 0.37 mg EC/g MS pour les feuilles et 02.53 ± 0.14 mg EC/g MS pour la 

tige. 

 Dans une autre étude portant sur les feuilles, la tige et les fleurs de Silybum marianum, les 

auteurs rapportent des teneurs variables en flavonoïdes, dans l’extrait brut obtenu par 

macération dans le MeOH 70% et Ac 70% (Salem et al., 2016). Les résultats donnent les 

teneurs suivantes : Fe MeOH M : (3.90 ± 0.54 mg EC/g MS), Fr MeOH M : (3.82 ± 0.87 mg 

EC/g MS) ; TMeOH M (8.31±1.03 mg ECg /MS). Comparés à nos résultats, on remarque que 

les teneurs des flavonoïdes dans les deux parties : Fe MeOH M :(02.70 ± 0.32 mg EC/g MS) 

et Fr MeOH M (04.80 ± 0.06 mg EC/g MS) sont proches. Par contre le taux de flavonoïdes 

dans la tige est nettement supérieur au nôtre (T MeOH M : 02.32 ± 0.44mg EC/g MS). 
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Cependant pour l’extrait hydroacétonique, ces chercheurs ont trouvé que le taux des 

flavonoïdes dans la feuille est de l’ordre : 0.42 ±0.11 mg EC/g MS, nos résultats sont deux 

fois supérieurs avec une valeur de Fe Ac M : 0.95 ± 0.06 mg EC/g MS.  

Concernant les extraits hydro-acétoniques obtenus à partir de la tige et des fleurs, le taux des 

flavonoïdes est respectivement comme suit : T Ac M : 03. 60 ± 0.13 ; Fr Ac M 04.35 ± 0.89 

mg EC/g MS. Ces valeurs sont très largement supérieures à celles obtenus par Salem et al., 

(2016) avec des teneurs de : Fr Ac M (0.97±0.20 mg EC/g MS), T Ac M : (0.65±0.10 mg 

EC/g MS). 

 Le travail mené par Akhtar et al., (2015) sur 61 espèces collectées du Pakistan montrent que 

l’extrait aqueux obtenu par macération des parties aériennes de la plante Silybum marianum L 

donne des teneurs en flavonoïdes de l’ordre de 5.9±1.00 mg EAG/g MS. Ces résultats sont un 

peu plus élevés que les résultats obtenus avec nos extraits aqueux : Fe Aq M : 04.23 ± 0.37 

mg EAG/g MS ; Fr Aq M : 02.86 ±0. 74 mg EAG/g MS ; T Aq M : 02.53 ± 0.14. Une telle 

différence peut-être due au fait que ces chercheurs ont travaillé sur la partie aérienne entière, 

alors que nos résultats se rapportent aux trois parties séparées (feuilles, tiges et fleurs) de la 

partie aérienne. De plus l’utilisation de différents solvants à polarité différente permet de 

séparer des composés selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. La 

diminution de leur extractibilité dans le solvant pourrait affecter aussi leur quantification.  

 En fonction de la partie de la plante utilisée et indépendamment du système de solvant et du 

type d’extraction, les fleurs de Silybum marianum donnent la teneur la plus élevée en 

flavonoïdes suivi par les feuilles et la tige. Selon les travaux de Mahmoudi et al. (2013) les 

fleurs de Cynara scolymus L enregistrent un maximum de flavonoïdes par rapport aux 

différentes parties étudiées. Cela confirme les résultats que nous avons obtenus dans la 

présente étude.  

 Les flavonoïdes possèdent une large répartition dans le monde végétal, ils sont présents dans 

toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, graines, bois, pollens, 

l’écorce et les fleurs des plantes (Verhoeyen et al., 2002). Aujourd’hui, plus de 4000 

composés de flavonoïdes sont identifiés et se trouvent localiser particulièrement dans les 

pigments floraux ou dans les feuilles. La grande distinction entre les parties apparait au niveau 

de la richesse de certaines en flavonoïdes et la pauvreté des autres (Mahmoudi et al., 2013). 

Il a été prouvé que les teneurs en flavonoïdes sont élevées lorsque le milieu de vie de la plante 
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n'est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthèse des métabolites secondaires afin 

de s'adapter et de survivre (Hammoudi, 2015). 

II.2.2.4. Teneur en tanins 

 Les teneurs en tanins des différentes parties de Silybum marianum issus des deux méthodes 

d’extraction (macération et décoction) sont moins importantes que celles des flavonoïdes 

(Tableau 11). Les extraits issus par décoction présentent des teneurs en tanins supérieurs à 

celle des extraits obtenus par macération. 

Tableau 11 : Teneurs en tanins (moyenne + écart type) des différentes parties de Silybum 

marianum par macération et décoction. 

Parties 

de la 

plante 

   

Solvants          

d’extraction 

Tanins (mg EAT/g MS) 

 

Macération 

 

Décoction 

 

Feuilles 

(Fe) 

Eau 02.30 ± 0.22 03.86± 0.22 

Méthanol 00.75 ± 0.05 00.73 ± 0.18 

Acétone 01.66 ± 0.23 01.15 ± 0.20 

Éthanol 00.54 ± 0.06 01.04 ± 0.26 

 

Tige 

(T) 

Eau 00.79 ± 0.23 04.14 ± 0.82 

Méthanol 00.92 ± 0.06 01.48 ± 0. 23 

Acétone 01.17± 0.05 01.56 ± 0.09 

Éthanol 00.67 ± 0.12 01.45 ± 0.26 

 

Fleurs 

(Fr) 

Eau 00.79 ± 0. 27 01.03 ± 0.17 

Méthanol 01.16 ± 0.11 00.83 ± 0.06 

Acétone 01.38 ± 0.07 02. 46 ± 0.07 

Éthanol 01.76 ± 0.16 01.15± 0.07 

     

  Ces résultats révèlent que la décoction est plus efficace que la macération, pour l’extraction 

des tanins.  
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Al farsi & Lee (2007) ont indiqué que la température élevée peut stimuler l’extraction des 

tanins condensés dans le solvant d’extraction. La chaleur intense du solvant semble permettre 

la libération des composés phénoliques de la paroi cellulaire par décomposition des 

constituants cellulaires. Par conséquent, elle permet d’augmenter le rendement en 

polyphénols.  

D’ailleurs, Juntachote et al., (2006) ont indiqué que la température d’extraction élevée 

augmentait, d’une part, le transfert de masse de tanins condensés, et d’autre part, permettait de 

réduire la viscosité et la tension superficielle du solvant ce qui favorise l’extraction des 

composés phénoliques.  

 Selon les résultats obtenus (Tableau 11), quel que soit l’organe étudié et la méthode 

d’extraction nous avons observé des teneurs variées en tanins dans les différents extraits 

étudiés. Nous avons remarqué que l’extraction à l’eau donne les teneurs les plus élevées en 

tanins condensés (T Aq D : 04.14 ± 0.82 mg EAT/g MS et Fe Aq D : 03.86± 0.22 mg EAT/g 

MS) suivie par l’extraction à l’acétone (Fe Ac D : 02. 46 ± 0.07mg EAT/g MS) et enfin à 

l’éthanol (Fr ETOH M : 01.76 ± 0.16 mg EAT/g MS). La teneur la plus faible en tanins 

condensés était celle de l’extraction à l’éthanol (Fe ETOH M : 00.54 ± 0.06mg EAT/g MS). 

 L’analyse statistique a montré qu’il existe un effet significatif de la polarité du solvant 

d’extraction (P <0.05) sur la concentration en tanins condensés pour les extraits de feuilles par 

macération, par décoction aussi et sur les extraits de tiges par macération. 

 Ces résultats sont en accord avec de nombreux résultats de chercheurs qui ont indiqué que 

l’extrait aqueux enregistre des teneurs plus élevées en tanins condensés suivies par l’extrait 

hydroéthanolique. Par contre, le méthanol extrait faiblement les tanins quelle que soit la 

méthode d’extraction. L’inconvénient est que l’eau extrait des substances indésirables comme 

les protéines et les colorants non phénoliques qui provoquent des interférences lors du dosage 

des tanins (Chavan et al., 2001). 

 Selon Bruneton et al., (2009), l’extraction des tanins condensés est en règle générale, 

réalisée par un mélange d’eau et d’acétone. Uma et al., (2010) ont justifié l’efficacité de 

l’acétone à extraire les tanins condensés par son poids moléculaire qui est relativement élevé 

par rapport aux autres solvants. Collin & Crouzet (2011) ont démontré que les solvants 

moyennement polaires tels que l’acétone, et l’éthanol sont recommandés pour récupérer 

sélectivement les acides tanniques de haut poids moléculaire tels que les pro-anthocyanidines. 
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 Les faibles teneurs en tanins condensés dans les différentes parties de la plante étudiée, 

comparées avec celles des polyphénols totaux et des flavonoïdes, sont probablement dues au 

fait que le méthanol n’est pas le solvant approprié à l’extraction de ces composés. Cette 

probabilité est soutenue par plusieurs travaux qui ont montré que les tanins condensés sont 

mieux extraits par un mélange acétone/eau (70/30) (Chavan et al., 2001 ; Macheix et al., 

2005 ; Trabelsi et al., 2010). 

 Selon Meyre-Silva et al., (2005), les teneurs en tanins condensés peuvent être variables en 

raison de plusieurs facteurs tels que la sensibilité des tanins à de plusieurs voies de 

dégradation (l'oxydation, la lumière...), le stade de maturité des fruits, les conditions de 

cultures et de climat. Elles dépendent aussi de leur nature chimique, du solvant utilisé et des 

conditions opératoires. 

 En fonction de la partie de la plante utilisée et indépendamment du système de solvant et de 

la méthode d’extraction, nous avons remarqué des teneurs variées en tanins, la tige de Silybum 

marianum donne la teneur la plus élevée en tanins (04.14 ± 0.82 mg EAT/g MS) suivi par les 

feuilles et les fleurs avec respectivement des valeurs de l’ordre de 03.86± 0.22 et 02. 46 ± 

0.07mg EAT/ g MS.  

 Les résultats de Salem et al., (2016) montrent que l’extrait brut hydro-méthanolique des 

feuilles de Silybum marianum présentent une concentration importante en tanins 

(15.72±1.47mg EAT/g MS). Cette concentration est nettement supérieure à la nôtre (00.75 ± 

0.05 mg EAT/g MS). Le taux de tanins dans la tige signaler par cette étude (2.46±0.76mg 

EAT/g MS) est trois fois supérieur à nos résultats. Cependant les résultats de Salem et al., 

(2016) sur les fleurs (1.97±0.44mg EAT/g MS) sont proches de ceux obtenu dans notre étude 

pour cette même partie végétale.  

 Si on compare les teneurs en tanins condensés de notre extrait hydroacétonique des feuilles à 

celles de Salem et al., (2016) , on remarque qu’il y a une différence importante , et que notre 

extrait présente une teneur inférieur (01.66 ± 0.23mg EAT/g MS). Par contre  le resultat 

obtenu par ses  travaux rapporte une teneur superieur (3.20±0.05 mg EAT/g MS). Par contre 

nos résultats sur le taux des tanins dans la tige (01.17± 0.05 EAT/g MS) rejoignent ceux de 

Salem et al., (2016)  avec une teneur  de (1.05±0.22mg EAT/g MS).  
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Concernant les extraits hydro-acétoniques des fleurs, la concentration des tanins de notre 

extrait (01.16 ± 0.1105 mg EAT/g MS) est proche des résultats de Salem avec une teneur de 

(1.05±0.22mgEAT/g MS).  

 L’extraction de ces composés à partir des différents échantillons végétaux est fortement 

influencée d’une part par la nature et la concentration des solvants d’extraction et de 

pénétration dans la matière végétale, et d’autre part par la capacité de l’échantillon végétal à 

se solubiliser dans les solvants.  

Au vu des résultats présentés ci-dessus, il ressort que l’extraction des composés phénoliques 

est une étape cruciale pour la valorisation des principes actifs. Elle dépend à la fois du solvant 

d’extraction, de la méthode d’extraction et de la nature de l’organe étudié. 

  II.3. Pouvoir antioxydant des extraits des différentes parties de Silybum 

marianum  

 Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de composés bioactifs tels que 

les composés phénoliques antioxydants naturels.  Ces dernières décennies, les tests d’activité 

antioxydante ont été largement développés pour évaluer l’efficacité de nouveaux composés.  

 De nombreuses méthodologies sont disponibles, permettant d’évaluer les différents aspects 

physico-chimiques du potentiel antioxydant dans différentes conditions.  

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extraits a été évaluée in vitro par deux 

techniques chimiques (la capacité antioxydante totale, radical libre DPPH). 

       II.3.1. Capacité antioxydante totale (Total Antioxidant Capacity : TAC) 
 

 La capacité antioxydante totale est une méthode spectroscopique pour la détermination 

quantitative de la capacité antioxydante, par la formation d'un complexe de 

phosphomolybdène (PPM). Le principe de cette méthode est basé sur la réduction de 

molybdène présent sous la forme d’ions molybdate MoO4 2- à molybdène Mo (V) MoO2+ en 

présence de l'extrait ou l’antioxydant pour former un complexe vert de phosphate dans un 

milieu acide (Prieto et al., 1999). Au cours de ce test, l’hydrogène et l’électron sont transférés 

du composé réducteur (extrait- antioxydant) vers le complexe oxydant (PPM) (Prieto et al., 

1999). Le processus se base sur l’auto-oxydation par la chaleur (95°C) et nécessitent de 

longues périodes d’incubation (90 minutes).  
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 Les résultats de la capacité antioxydante totale sont exprimés en milligramme (mg) 

équivalent de l’acide gallique par gramme de matière végétale sèche (mg EAG/g MS), à partir 

d’une courbe d’étalonnage établie en utilisant l’acide gallique comme référence 

(y=0.1199ln(x)-0.2731, R2=0.998). La courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour la 

détermination de la capacité antioxydante totale est représentée dans la figure 30. 

 

 

Figure 30 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour la détermination de la capacité 

antioxydante totale. 

 Les résultats présentés (Figure 31) montrent que les extraits des différentes parties (feuilles, 

tiges et fleurs) de la plante Silybum marianum issus de deux méthodes d’extraction 

(macération et décoction), avec utilisation de quatre solvants eau, méthanol (70%), acétone 

(70%), éthanol (70%)) présentent des capacités antioxydantes totales différentes.  

 L’estimation de la capacité antioxydante totale des extraits bruts a montré une importante 

variabilité en fonction de la partie de la plante étudiée, de la nature du solvant utilisé et du 

mode d’extraction. 
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Figure 31 : Comparaison de la capacité antioxydante totale des extraits des différentes parties 

de la plante Silybum marianum. (Fe : Feuille ; T : tige ; Fr : Fleur). 
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hydroéthanolique des fleurs par macération avec respectivement des valeurs importantes de (T 

Aq M : 162.72±5.56 mg EAG/g MS) et (Fr ETOH M : 156.23 ±26.29 mg EAG/g MS).     

Les deux extraits hydro-méthanolique et hydroéthanolique des feuilles obtenus par 

macération, présentent presque la même valeur (73.84± 5.90 mg EAG/g et 73.64± 5.93mg 

GAE/g. Les autres extraits montrent une activité considérable à l’exception de l’extrait hydro 

–acétonique et aqueux des feuilles par décoction qui sont moins actifs   avec respectivement 

une très faible capacité antioxydante totale de : Fe Aq D : 0.69±0.041 ; Fe Ac D : 0.75±0.04   

mg EAG/g MS). 

 L’étude statistique a révélé que la nature du solvant et la méthode d’extraction ont un effet 

significatif sur la capacité antioxydante totale des extraits des tiges obtenues par macération et 

par décoction, une différence significative (p<0.05) pour les extraits des feuilles par décoction 

et une différence significative (p<0.05) pour les extraits des fleurs par décoction. 

 D’après les résultats mentionnés dans le tableau 12, nous remarquons que la capacité 

antioxydante totale des extraits bruts varie d’une méthode d’extraction à une autre, 

l’extraction par macération a donné des extraits qui présentent une bonne capacité 

antioxydante par rapport à la décoction. Ceci peut-être dû essentiellement à la richesse de ses 

extraits en molécules, particulièrement les polyphénols, les flavonoïdes et les tanins qui sont 

doués d’activité antioxydante importante. L’explication de ces activités est due à leurs fortes 

propriétés redox sur leur capacité à absorber les radicaux libres et aussi aux structures 

chimiques des molécules bioactives (Ferrari, 2002 ; Nawaz et al., 2006 ; Bourgou et al., 

2016). 

 Pour les quatre solvants d’extraction, les extraits hydro-éthanoliques présentent une bonne 

capacité antioxydante par rapport aux autres extraits, suivis par les extraits aqueux. Les 

teneurs varient de 48.70 à 156.43 mg EAG g/MS pour les extraits éthanoliques (70%) et 3.84 

à 162.72 mg EAG g/MS pour les extraits aqueux obtenus respectivement par macération et de 

02.28 à 172.04 mg EAG g/MS et 0.69 à31.18mg EAG g/MS pour les mêmes extraits obtenus 

respectivement par décoction.  

 Wannes et al., (2010) et Aleksic & knezevic (2014) ont prouvé que les extraits aqueux 

présentent des fortes capacités antioxydantes totales par rapport aux extraits hydro-

méthanoliques. 
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 Les travaux de Salem et al., (2016), ont confirmé que les extraits hydro-méthanoliques 

(feuilles, fleurs et tige) par macération ont une capacité antioxydante plus importantes 

comparées à ceux extraits par l’acétone. Le méthanol permet l’extraction de plusieurs 

composés comme les acides phénoliques, les anthocyanidines, les flavanones, les flavanols, 

les flavones, les procyanidines et la catéchine. 

 Plusieurs études ont prouvé que l’addition d’eau à de faibles taux au solvant améliore 

l’extraction des antioxydants puissants (Turkmen et al., 2006 ; Zhao et al., 2006). 

 L’extraction par macération a donné des extraits qui présentent une bonne capacité 

antioxydante par rapport à la décoction. Les résultats de ce dosage montrent que la capacité 

antioxydante varie d’une partie à une autre et que l’extrait hydro-éthanolique des tiges 

possède la meilleure capacité antioxydante par rapport aux extraits des fleurs. Les extraits des 

feuilles ont une capacité antioxydante totale considérable. Ceci peut-être essentiellement dû à 

la richesse de l’extrait de tige en certaines molécules, particulièrement les tanins condensés 

doués d’activités antioxydantes importantes (Schmelzer & Gurib-Fakim, 2013). D’autre 

part, les extraits des feuilles ont une capacité antioxydante totale considérable. Il est à 

signaler, que le règne végétal reste une source importante d’une variété de molécules 

bioactives (Ferrari, 2002). Le mode d’action le plus communément admis est à rechercher 

dans leur structure : les nombreux cycles insaturés qui sont capables de capturer les radicaux 

libres.  
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Tableau 12 : Capacité antioxydante totale des extraits des différentes parties de la plante 

Silybum marianum issu par macération et décoction. 

 

 
Parties 
de la plante 

 
Solvants          
d’extraction 

Capacité antioxydante totale 
(mg EAG /g MS) 

Macération Décoction 

 
 
 

Feuilles 
(Fe) 

 
Eau 

 
3.84±0.066 

 
0.69±0.041 

 
Méthanol 

 
73.84±5.90 

 
04.10±0.82 

 
Acétone 

 
20.88±1.39 

 
0.75±0.04 

 
Éthanol 

 
73.64±5.93 

 
19.23±7.59 

 
 
 

Tige 
(T) 

 
Eau 

 
162.725 ±5.56 

 
31.18±4.40 

 
Méthanol 

 
18.71 ±2.29 

 
01.13±0.27 

 
Acétone 

 
26.45±3.83 

 
01.27±0.12 

 
Éthanol 

 
48.70±4.26 

 
172.04±26.06 

 
 
 

Fleurs 
(Fr) 

 
Eau 

 
28.36±8.77 

 
8.89±0.41 

 
Méthanol 

 
68.86±19.97 

 
36.39±6.74 

 
Acétone 

 
41.68±1.56 

 
03.54±1.72 

 
Éthanol 

 
156.43± 26.29 

 
02.28±0.06 

 

     II.3.2.Capacité de piégeage du radical DPPH•   

 Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans 

l'analyse de l'activité antioxydante. L’objectif du protocole mis en œuvre est d’évaluer la 

capacité de chaque échantillon à réduire le radical stable qu’est le DPPH.. En effet, le DPPH 

se caractérise par sa capacité à produire des radicaux libres stables (Brand-Williams et 

al.,1995). 

 La réduction du radical DPPH. par un antioxydant peut-être suivie par spectrophotométrie 

UV visible, en mesurant la diminution de l’absorbance à 515-518 nm provoquée par la 
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présence des extraits phénoliques. Le DPPH est initialement violet. Il se décolore lorsque 

l’électron célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des 

composés phénoliques à piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités 

enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire 

direct de différentes substances phénoliques des extraits (Molyneuxs, 2004). 

 Plusieurs concentrations d’extraits ont été testées pour leurs activités antioxydantes in vitro. 

Les absorbances mesurées à 515 nm servent à calculer le pourcentage d’inhibition du radical 

DPPH• qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de l’échantillon. 

 Le pourcentage d’inhibition (PI%) du radical stable (DPPH•) enregistré par les différents 

extraits et l’antioxydant de référence (l’acide ascorbique) sont portés dans les figures (32,33 et 

34).  

 Les résultats sont illustrés sous formes de courbes ayant des allures logarithmiques avec un 

R2 compris entre 0.96 à 0.99 dont l’abscisse représente la concentration de l’extrait brut et 

l’ordonné l’activité antioxydante en pourcentage. À partir de ces profils, nous avons déduit la 

valeur correspondant à l’CI50. Elle est définie par la concentration efficace du substrat qui 

cause la réduction de 50% du radical DPPH• en solution. L’IC50 est le paramètre utilisé pour 

estimer l’activité antioxydante. 

 La lecture de ces résultats montre que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente 

significativement (p≤ 0 ,05) avec l’augmentation de la concentration.  

Les taux d’inhibition du DPPH enregistrés en présence des différents extraits de la plante sont 

inférieurs à ceux de l’acide ascorbique. L’acide ascorbique ou vitamine C est un agent 

antioxydant majeur capable de piéger ou de neutraliser à des concentrations très faibles 

d’espèces réactives d’oxygène. Ses propriétés antioxydantes sont attribuées à sa capacité 

d’être réduit en radical ascorbyle après la perte d’un électron ou d’un proton (Valkoet al., 

2006). En revanche, l’extrait hydro-acétonique obtenu par décoction des feuilles a présenté 

une très faible activité antioxydante traduite par un pourcentage d’inhibition de 43.65 % à la 

même concentration. 

 Les taux d’inhibition du DPPH enregistrés en présence de la substance de référence (acide 

ascorbique) sont supérieurs à ceux des différents extraits de la plante avec une valeur de 

92.06%. 
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 Les travaux de Salem et al., (2016) montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre 

(DPPH•) augmente avec l’augmentation de la concentration. Leurs travaux montrent que les 

extraits hydro-méthanoliques et les extraits hydro-acétoniques des trois parties utilisées 

(feuilles, fleurs et tiges) de Silybum marianum provenant de Tunisie ont une grande capacité à 

réduire les radicaux libres et peuvent être utilisés comme antioxydants remarquables. 

 Nisar et al., (2013) rapportent que le pourcentage d’inhibition (PI%) du radical stable 

(DPPH•) enregistré par les extraits hydro-éthanoliques pour les différentes parties de Silybum 

marianum est comme suite : Feuilles (52%) ; tiges (52%). Les travaux de Jing Sun (2016) 

ont montré que l’extrait hydroéthanolique des feuilles et des tiges de la plante Silybum 

marianum enregistre respectivement des taux d’inhibition du DPPH de l’ordre (56.82%) et 

(42.11%). Ces résultats sont un peu inférieurs par rapport à nos extraits avec des valeurs de 

l’ordre (68,88%) pour les feuilles et (69,76%) pour les tiges.  

 Les mêmes travaux de Nisar et al., (2013b) révèlent que le pourcentage d’inhibition (PI%) 

du radical stable (DPPH•) des fleurs est de  55,1%.Cette valeur est proche de nos résultats 

avec un pourcentage d’inhibition égale à 49,89%. 
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Figure 32 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH par l’acide ascorbique et par les 

extraits des feuilles de Silybum marianum obtenus par macération (A) et décoction (B). 
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Figure 33 : Pourcentages d’inhibition de DPPH par l’acide ascorbique et par les extraits des 

tiges de Silybum marianum obtenus par macération (C) et décoction (D).  

(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais). 
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Figure 34 : Pourcentages d’inhibition de DPPH par l’acide ascorbique et par les extraits des 

fleurs de Silybum marianum obtenus par macération (E) et décoction (F). 

(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais). 
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 Les résultats mentionnés ci-dessus montrent que l’ensemble des extraits étudiés révèlent des 

propriétés antioxydantes différentes et que les IC50 varient en fonction du mode d’extraction, 

de la nature du solvant utilisé et de la partie de la plante étudiée. 

Indépendamment de la nature du solvant, les extraits des fleurs de Silybum marianum obtenus 

par décoction révèlent des propriétés antioxydantes intéressantes ce qui se manifeste par des 

faibles valeurs de IC50 par rapport aux autres extraits.  

 Selon Brand-Williams et al., (1995) et Pokorny et al., (2001) plus la valeur d’IC50 est 

basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée. Nous remarquons clairement le 

fort pouvoir antioxydant de contrôle positif utilisé qui est de l’ordre de 2.179 ± 0.018 µg/ml 

(Figures 32,33 et 34).  

Les résultats présentés dans les histogrammes de la figure 35 révèlent que l’activité 

antiradicalaire est influencée par la nature du solvant d’extraction. L’extrait hydroéthanolique 

des fleurs de Silybum marianum obtenu par décoction a une capacité à piéger le radical DPPH 

importante comparé à celui du contrôle positif, qui se traduit par un IC50 assez bas de l’ordre 

de 2.099 µg/ml, très proche même de ceux du composé standard (l’acide ascorbique : 2.179 ± 

0.018 µg/ml), suivi par l’extrait aqueux des fleurs par décoction avec une IC50 de l’ordre 

de 09.59 µg/ml.  Par contre, l’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par l’extrait 

hydroacétonique des feuilles par décoction avec un IC50 de l’ordre de 644.05 µg / ml. 

Les résultats indiquent que l’éthanol (70%) est le meilleur solvant, suivi par l’acétone (70%). 

Par ailleurs, l’extrait hydro-méthanolique et l’extrait aqueux ont montré une activité 

antiradicalaire moins importante pour les trois parties de la plante et les deux méthodes 

d’extraction. 

Les résultats de l’analyse statistique révèlent que l’activité antiradicalaire des extraits des 

feuilles et des fleurs obtenus par macération et décoction est significativement influencée par 

la méthode et la nature du solvant d’extraction. 

Les résultats de la présente étude sont similaires à ceux de Mohsen & Ammar (2009) ; 

Bourgou et al., (2016) et Bettaieb Rebey et al., (2016) qui ont étudié l’influence de 

différents solvants sur l’activité antiradicalaire où l'éthanol est le plus actif, en raison de sa 

polarité et de sa bonne solubilité pour ces composés. Ces résultats sont en accord avec nos 

premiers tests, qui nous permettent de conclure que les extraits obtenus à l’aide de solvants 

polaires ont une activité plus efficace que de ceux de moindre polarité.  
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Figure 35 : Concentrations minimales inhibitrices 50 (CI50) des extraits testées et du standard 

(acide ascorbique) par la méthode de piégeage du radical libre (DPPH•). 

Pour mieux évaluer l’activité antioxydante et comparer l’efficacité des extraits, les valeurs de 

l’IC50, présentés dans le tableau 13 peuvent être classés en trois groupes : 
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      Le premier groupe d’extraits ayant des valeurs d’IC50 comprises entre 2.099 et 10.77 µg 

/ ml qui ont montré une très forte capacité à piéger le radical DPPH, ce qui indique une 

meilleure activité antioxydante. Il regroupe les extraits suivants par ordre d’efficacité :  

Fr ETOH D (2.099 µg / ml)> Fr Aq D (09.59 µg / ml) > Fr Ac D (10.77 µg / ml). 

       Le deuxième groupe est celui des extraits des plantes ayant les valeurs d’IC50 comprises 

entre 17.67 à 72.65 µg / ml, qui ont une activité antioxydante modérée, c’est le cas de : 

T ETOH D (17,67 µg / ml) > T MeOH D (20,04 µg / ml)>T Aq D (23,41 µg / ml)>T Ac D 

(25,29 µg / ml)>Fr MeOH D (27.60 µg / ml)>Fe Aq D (48.64 µg / ml) >T ETOH M (59,88 µg 

/ ml) >Fe ETOH M (65.15 µg / ml) et enfin l’extrait Fe Ac M (72.65 µg / ml). 

      Le troisième groupe est constitué des extraits qui ont montré une très faible capacité à 

piéger le radical DPPH, ayant des valeurs d’IC50 supérieure à 130.27 µg / ml. C’est le cas de 

tous les extraits des tiges et des fleurs obtenus par macération y compris les extraits de feuilles 

sauf l’extrait aqueux par décoction et l’extrait hydro-éthanolique, hydro-acétonique par 

macération.  

Nous constatons que les extraits des fleurs, des tiges et des feuilles obtenus par décoction en 

utilisant les quatre solvants d’extraction sont plus efficaces à piéger le radical DPPH, 

comparés à ceux obtenus par macération. Par ailleurs, la plupart des extraits des différentes 

parties de la plante obtenus par macération ont montré une activité antiradicalaire moins 

importante.  

En comparaison avec l’acide ascorbique, tous les extraits testés s’avèrent moins actifs, à 

l’exception de l’extrait hydroéthanolique des fleurs de Silybum marianum obtenus par 

décoction. La supériorité du décocté par rapport au macérât indique que la température joue 

un effet positif améliorant l’extraction et respectivement l'activité antioxydante. 

L’étude de Jing Sun et al., (2016) sur la même plante à montrer des IC50 de 69,99 µg / ml et 

35,18 µg / ml pour la tige et les feuilles respectivement lorsque l’extraction a été menée par 

l’éthanol. Ceci est en parfaite concordance avec l’IC50 de notre extrait obtenu à partir de la 

tige (59,88 µg / ml). Par contre l’extrait hydroéthanolique des feuilles présente un IC50 

supérieur avec une valeur de 65.15 µg / ml.  
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Tableau 13 : Valeurs de CI50 des extraits des différentes parties de la plante Silybum 

marianum obtenu par macération et décoction. 

 
     Parties 
de la plante 

 
Solvants          
d’extraction 

IC50 (µg/ml) 

Macération Décoction 

 
 
 

Feuilles 

Eau 133,75±0,75 48,64 ± 1,50 

Méthanol 165,28±4,35 218,79 ± 2,36 

Acétone 72.65 ± 1,07 644.05±30,69 

Éthanol 65.15 ± 1.04 298.40 ± 4,64 

 
 
 

Tige 

Eau 322.36 ±23.25 23.41 ± 0.42 

Méthanol 256.25 ±19.36 20.04 ± 0.34 

Acétone 287.77 ±13.86 25.29± 0.53 

Éthanol 59,88 ± 6.61 17.67 ± 0.62 

 
 
 

Fleurs 
 
 
 

Eau 601.60 ± 26.41 09.59 ± 0.14 

Méthanol 130.27 ± 0.79 27.60 ± 4.15 

Acétone 523.17 ± 65.49 10.77± 0,13 

Éthanol 319.64 ± 128.36 2.099 ± 0,08 

 

Selon nos résultats, l’extrait aqueux des feuilles par macération a donné une IC50 de 133,75 µg 

/ ml. Cette valeur est quatre fois supérieure à celle trouvée par Gamil et al., (2013) indiquant 

une valeur de’IC50 de 30.34 µg /ml. Par contre notre extrait aqueux de feuilles par décoction a 

donné une valeur d’IC50 de 48,64 µg / ml. En revanche les mêmes travaux montrent que 

l’extrait méthanolique des feuilles présente un effet anti radicalaire important (IC50 de 16.48 

µg / ml), comparativement à notre extrait méthanolique (IC50 de 165,28 µg /ml).  

Akhtar et al., (2015) rapportent un pouvoir antioxydant assez intéressant de l’extrait aqueux 

de la partie aérienne de la plante Silybum marianum   avec un IC50 de 25 µg / ml. Cette 

différence entre les résultats peut-être due à la méthode d'extraction ou expliquée par la 

composition, la teneur en composés phénoliques et respectivement l'activité antioxydante qui 

varient selon les organes de la plante, l’origine géographique et à la période de la récolte.  
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D’une manière générale, ces résultats sont en accord avec la littérature qui suggère que 

l’activité antioxydante des extraits de la plante dépend du type du solvant d’extraction et de sa 

polarité.  

La décoloration du DPPH en présence de l’antioxydant est réalisée en acceptant un électron 

ou un atome d'hydrogène cédé par un composé antioxydant (Apostolou et al., 2013). 

Ainsi, la capacité antioxydante des composés phénoliques est associée à la disponibilité de ces 

derniers qui agissent en tant que piégeurs des radicaux pour les donneurs d’hydrogène 

(Proestos et al., 2013). Plusieurs études ont démontré que la capacité antioxydante des 

extraits de plantes est fortement liée au contenu phénolique. Cette activité qui semble ne pas 

être la propriété d'un composé phénolique simple, mais plutôt répartie entre les constituants 

phytochimiques phénoliques, en particulier, les anthocyanes, les flavonoïdes et les acides 

phénoliques qui sont responsables de la capacité antioxydante (Belmimoun, 2016). 

Selon Turkmen et al., (2007), les polyphénols semblent être des donateurs efficaces 

d'hydrogène au radical DPPH en raison de leur chimie structurale idéale. Il a été démontré par 

De Pooter et al., (1986), que les molécules antioxydantes telles que l’acide ascorbique, les 

flavonoïdes et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité à céder 

l’hydrogène.  

Les flavonoïdes sont généralement de puissants antioxydants. Certains de ces composés 

présentent en effet une activité antioxydante jusqu’à 200 fois supérieure à celle de la vitamine 

E (Massaux, 2012). Les flavonoïdes en général et les flavan-3-ols en particulier sont de bons 

piégeurs des radicaux libres. Ces derniers possèdent des propriétés antioxydantes puissantes. 

Le nombre et/ ou la position des groupes hydroxyle sur les noyaux de ces molécules (la 

présence de 3’,4’-dihydroxy, la présence du groupe o-dihydroxy sur le noyau aromatique B ; 

et la présence du 3-OH du cycle C), substitution sur les cycles B et A avec la présence de la 

double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C renforcent l’activité 

antioxydante des flavonoïdes (Cai et al.,2006 ; Tuberoso et al., 2010).Cette caractéristique 

structurale peut-être observée dans les flavonols comme le kaepmoférol et la quercétine où 

l’activité antioxydante est croissante en fonction du nombre des groupements OH dans la 

molécule (Le et al., 2007). Il existe quelques flavonoïdes qui réagissent rapidement avec le 

radical DPPH•. Cela peut-être expliqué par la présence des groupes hydroxyles dans la 

structure de ces molécules, en particulier les substitutions 3_OH (Sharififar et al., 2009) 
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La polarité de ces solvants leur confère un pouvoir extractant important vis-à-vis des 

molécules polaires actives, telles que certains composés phénoliques, qui peuvent libérer des 

hydrogènes ou des électrons (El-Haci, 2014). De plus, les tanins sont doués d’une grande 

capacité antioxydante due à leur noyau phénol (Peronny, 2005), ils ont la particularité 

d’inhiber la peroxydation des lipides en agissant comme donneur de proton et accepteur de 

radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’auto-oxydation des lipides (Perret, 2001). 

Vermerris & Nicholson (2006) signalent que la forte activité antioxydante est liée à la 

complexité des extraits bruts en substances polyphénoliques y compris les flavonoïdes, les 

tanins et la synergie entre eux pour une meilleure activité antioxydante.   

Bourgou et al., (2008), expliquent que les autres composés phénoliques mineurs ne devraient 

pas être négligés, parce que la synergie entre les différents produits chimiques doit être prise 

en considération dans l'activité biologique. 

   II.4. Corrélation entre la capacité antioxydante totale et les teneurs en composés 

phénoliques des différents extraits de Silybum marianum  

Vu qu’il existe un grand nombre de composés antioxydants qui pourraient contribuer à la 

capacité antioxydante, nous ne pouvons pas savoir quels sont les composants responsables de 

la capacité antioxydante observée sans procéder par des études analytiques plus approfondies. 

Plusieurs auteurs ont annoncé dans la littérature que le potentiel d’activité antioxydante d’un 

extrait dépend de sa teneur en composés phénoliques. Pour explorer l’influence des 

constituants phytochimiques sur la capacité antioxydante, nous avons déterminé la corrélation 

entre le contenu phénolique et l’activité antioxydante des extraits des différentes parties de 

Silybum marianum obtenu par macération et décoction. 

Pour les extraits obtenus par macération, les résultats portés dans le tableau (14) montrent 

qu’il n’y a pas de corrélation entre les teneurs en flavonoïde et la capacité antioxydante totale 

(R2 =0.0054) des extraits de feuilles ; cependant cette relation est faible avec les polyphénols 

avec R2 = 0.2446. Par contre, l’activité réductrice est fortement liée à la teneur en tanins 

condensés avec R2 =0.9712. 

 Pour les extraits des tiges une corrélation forte a été établie entre les teneurs en polyphénols 

et la capacité antioxydante totale (R2 =0.787), mais cette relation n’existe pas entre les 

teneurs en flavonoïdes (R2 =0.1318) et les teneurs en tanins condensés (R2 =0.1825).   Une 

corrélation linéaire modérée a été établie entre les teneurs de polyphénols contenues dans les 
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extraits de fleurs et la CAT (R2 =0.519) et une forte réponse avec les tanins condensés 

(R2=0.7148) mais pas de corrélation avec les flavonoïdes (R2 =0.0259). 

Tableau 14 : Relation entre la capacité antioxydante totale et les teneurs en phénols totaux, 

flavonoïdes et les tanins condensés des extraits des différentes parties de Silybum marianum 

obtenu par macération. 

 
 
 Macération 

Feuille Tige 
 

Fleur 

CAT CAT CAT 

Polyphénols 0.2446 0.787 0.519 

Flavonoïdes 0.0054 0.1318 0.0259 

Tanins condensés 0.9712 0.1825 0.7148 

       L’examen de ces résultats par la méthode décoction permet de mettre en évidence une 

corrélation linéaire forte entre les polyphénols et la CAT avec un R2=0.6193, et il n’y a pas de 

relation entre la capacité antioxydante totale et les teneurs en tanins condensés et en 

flavonoïdes dans les extraits des feuilles avec un R2 = 0.1607et un R2 =0.2621 respectivement 

(Tableau 15). 

Des corrélations importantes ont été observées entre les teneurs en polyphénols (R2=0.5144) 

et une forte corrélation en tanins condensés (R2=0.9379) avec la CAT dans les extraits des 

tiges de Silybum marianum. Pour les flavonoïdes, le coefficient de corrélation est égale à 

0.0044. 

Nous remarquons la présence d’une faible corrélation entre les teneurs en phénols totaux 

(R2=0.2773) et en tanins condensés (R2=0.2916). Par contre une meilleure corrélation existe 

entre la capacité antioxydante totale et les flavonoïdes (R2=0.8442) dans les extraits de fleurs. 

Tableau 15 : Corrélation entre les teneurs (phénols totaux, flavonoïdes, tanins) et la CAT des 

extraits des différentes parties de Silybum marianum obtenu par décoction. 

 
Décoction 

Feuille Tige 
 

Fleur 

CAT CAT CAT 
Polyphénols 0.6193 0.5144 0.2773 

Flavonoïdes 0.2621 0.0044 0.8442 

Tanins 
condensés 

0.1607 0.9379 0.2916 



Résultats et discussion 

 

 

  
Page 104 

 

  

 

      Au regard de ces résultats, il est à suggérer que les polyphénols contenus dans les extraits 

de tiges et de fleurs obtenues par macération soient responsables de la capacité antioxydante 

totale avec respectivement un coefficient de corrélation (R2 =0.7840) et (R2 =0.5190). 

      Les tanins condensés des extraits de feuilles et de fleurs obtenues par macération sont 

responsables de la capacité antioxydante totale avec respectivement une corrélation très forte 

(R2 =0.9712) et (R2 =0.7148). Par contre dans la méthode de décoction, les tanins condensés 

et les polyphénols contenus dans les extraits des tiges sont responsables de cette activité avec 

des R2=0.9379 et R2=0.5144. Ainsi les polyphénols des feuilles présentent une fort capacité 

antioxydante totale (R2=0.6193). Les flavonoïdes interviennent seulement dans les extraits de 

fleurs (R2=0.8442). 

      Les flavonoïdes contenus dans les différentes parties utilisées à l’exception des extraits de 

fleurs (R2=0.8442) par décoction, ne présentent pas une corrélation avec la capacité 

antioxydante totale avec des coefficients de corrélation compris entre : 0.0044 et 0.2621, ce 

que révèle la présence d’autres molécules antioxydantes actives qui appartiennent aux 

polyphénols totaux (Moulay, 2012). 

II.5. Corrélation entre les teneurs (phénols totaux, flavonoïdes, tanins) et les IC50 

      Les coefficients de corrélations entre les composés phénoliques et l’activité antioxydante 

par la méthode DPPH sont représentés dans le tableau suivant : 

Tableau 16 : Corrélations linéaires entre le pouvoir antiradicalaire (IC50) et les composés 

phénoliques des extraits des différentes parties de Silybum marianum obtenu par macération. 

 

 
Macération 

       Feuille    Tige 
 

Fleur 

IC50 IC50 IC50 
Polyphénols 0.0146 0.0108 0.3302 

Flavonoïdes 0.1933 0.5476 0.3587 

Tanins condensés 0.0139 0.0211 0.1293 

 

      Les résultats (Tableau16) révèlent la présence d’une corrélation linéaire entre le pouvoir 

anti- radicalaire et la teneur en flavonoïdes (R2=0.5476) des extraits des tiges obtenus par 

macération. Par contre, la corrélation entre le pouvoir anti- radicalaire de ces extraits et la 
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teneur en polyphénols totaux et les tanins condensés, ne présente pas de relation avec 

respectivement des coefficients de 0.0108 et 0.0211. Aucune corrélation n’a été constatée 

entre les composés phénoliques et l’activité antiradicalaire des extraits de feuille obtenus par 

macération. 

      La corrélation entre les IC50 et les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes des extraits de 

la fleur sont faibles, avec des coefficients de corrélation R2 de 0.3302 et 0.3587 

respectivement. Cette corrélation est encore plus faible avec les tanins condensés (R2=0.1293).  

       Les résultats obtenus dans le tableau (17) ont révélé qu’il n’existe aucune corrélation (R2 

=0.0004) entre les composés phénoliques contenus dans les extraits des feuilles obtenus par 

décoction et l’activité antioxydante mesurée par la méthode du test DPPH. Mais cette relation 

est faible avec les tanins condensés (R2=0.3565). Par contre cette activité est fortement liée à 

la teneur en flavonoïdes avec R2=0.6489. 

       La capacité de piégeage du radical libre de DPPH des extraits de tiges est fortement 

corrélée aux teneurs des polyphénols totaux et des flavonoïdes avec respectivement des 

coefficients de corrélation R2de 0.7652 et 0.7220, mais cette relation est faible avec les tanins 

condensés (R2=0.4251). 

       Il existe une corrélation linéaire importante entre le pouvoir antiradicalaire des extraits de 

fleurs et les teneurs en flavonoïdes (R2 =0.6586). Par contre la corrélation est faible en fonction 

de la teneur en polyphénols (R2 =0.3940) et, est absente en fonction de la teneur en tanins 

condensés (R2 =0.080). 

Tableau 17 : Corrélations linéaires entre les teneurs (phénols totaux, flavonoïdes, tanins) et 

les IC50 des extraits des différentes parties de Silybum marianum obtenu par décoction. 

 
Décoction 

Feuille    Tige 
 

Fleur 

IC50 IC50 IC50 

Polyphénols 0.0004 0.7652 0.3940 

Flavonoïdes 0.6489 0.7220 0.6586 

Tanins condensés 0.3565 0.4251 0.080 
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      Pour les différents extraits des trois parties de la plante utilisée (feuille, tige et fleur), les 

flavonoïdes présentent une bonne corrélation avec les valeurs d’IC50 du test DPPH. Ce qui 

confirme que les flavonoïdes sont les antioxydants majoritairement responsables de l’activité 

antioxydante. Cela s’explique par un mécanisme de transfert d’électrons qui augmente la 

capacité de réagir comme réducteurs (Chaouch, 2014). 

      On remarque que les polyphénols et les tanins des trois parties, ne présentent pas une 

corrélation avec les valeurs d’IC50 du test DPPH, les coefficients de corrélation sont compris 

entre (0.004-0.394) pour les polyphénols, et entre (0.0139-0.3565) pour les tanins condensés. 

      Le potentiel antioxydant peut-être attribué de manière générale, aux composés 

phénoliques des trois parties utilisées de la plante Silybum marianum, ce qui a été confirmé 

par certains travaux qui ont montré que les teneurs en composés phénoliques sont 

responsables des activités antioxydantes élevées (Liu et al., 2008 ; Benhammou et al., 

2008 ; Turumtay et al., 2014).  

Les flavanolignanes principalement la silandrine, la 3-deoxysilychristine, la silibinine, la 

silymonine, la silydianine et le quercétol sont les principaux composants responsables de cette 

activité antioxydante (Hikino, et al., 1984). 

Omar et al., (2012) ont déjà identifié la présence des différents composés 

phénoliques comme la silychristine, la silydianine, la silybine et la taxifoline dans les extraits 

de feuilles. 

Les travaux de Ghafor et al., (2014) révèlent la richesse de l’extrait de tige en acides 

phénoliques (l’acide coumarique, acide ferrulique, acide gentisique, acide chlorogénique ...), 

et en flavonoïdes comme : le kaepmoférol, iso-quercétine et léotolin. Les flavonolignanes 

restent à des proportions différentes.  

      La partie aérienne renferme des flavonoïdes : apigénine, kaempférol, lutéolol et leurs 

hétérosides (Charrié et al., 2017). Ces composants expliquent leurs propriétés antioxydantes 

et leur capacité à neutraliser les espèces réactives de l’oxygène. 

      Les travaux de Moure et al., (2001), ainsi que ceux de Sun et al., (2005), indiquent 

qu’une activité antioxydante puissante n’est pas due nécessairement à la forte teneur en 

polyphénols. 
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      Selon Rice-Evans et al., (1997), la seule explication de l’absence de corrélation est due à 

la synergie des composés phénoliques dans les extraits et que l’activité antioxydante dépend 

non seulement de la concentration mais aussi de la structure de ces molécules. 

     Les activités antioxydantes sont plus variables chez les espèces de la plante (inter-espèce) 

que dans la même espèce (intra-espèce) (Ksouri et al.,2008). 

     Toutes ces activités sont peut-être dûes à l’influence de la répartition des composés 

phénoliques dans la plante (aux niveaux tissulaires, niveaux cellulaires et subcellulaires). Les 

phénols insolubles sont les composants des parois cellulaires, tandis que les composés 

phénoliques solubles sont cloisonnés dans les vacuoles des cellules végétales. Les plantes 

contiennent plus de composés phénoliques au niveau des couches externes que dans leurs 

parties intérieures. 

II.6. Évaluation de l’activité antibactérienne des différents extraits  

  II.6.1. Évaluation de l’activité antibactérienne  

      L’activité antibactérienne des différents extraits de Silybum marianum contre des micro-

organismes de référence est évaluée qualitativement par la méthode de diffusion de disques 

sur milieu solide. Cette technique permet de déterminer la sensibilité des microorganismes 

vis-à-vis des extraits. 

 Les résultats de l'évaluation de l’activité antibactérienne des différents extraits sont repris 

dans les tableaux 18,19 et 20, qui comportent les valeurs en (mm) zones ou diamètres 

d'inhibitions de l'activité antimicrobienne des extraits, du DMSO et des antibiotiques. Les 

extraits qui semblent être efficaces et puissants révèlent l’apparition de zones d’inhibitions 

importantes. Les résultats du témoin négatif testé (DMSO) n’ont aucun effet sur les souches 

étudiées. Cependant toute action inhibitrice observée est donc due à la présence des molécules 

actives dans les extraits testés. 

 II.6.1.1. Le pouvoir antibactérien des différents extraits des feuilles de 

Silybum marianum 

       Le pouvoir antibactérien des différents extraits de feuilles de Silybum marianum obtenu 

par macération et décoction, en utilisant quatre solvants d’extraction est plus ou moins 

important selon la nature de la souche. Ce test a montré une grande hétérogénéité dans les 

résultats. Ainsi, on peut classer la sensibilité des bactéries cibles envers les différents extraits 

selon les diamètres des halos d’inhibition (Tableau 18). 
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Les résultats de l’activité antibactérienne des extraits de feuilles obtenus par macération et 

décoction ne révèlent aucune activité sur la souche Salmonella abony qui montre une totale 

résistante (6 mm) sauf pour l’extrait : Fe ETOH M qui présente une sensibilité (8 mm). De 

plus, tous les extraits de feuilles obtenus par décoction ont réagi négativement sur la souche 

Pseudomonas aeruginosa (6 mm) à l’exception de l’extrait Fe Ac D qui présente une activité 

inhibitrice avec un diamètre de 10 mm. 

Aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les extraits : Fe Ac M, Fe ETOH M, Fe 

ETOH D et Fe Aq D sur la souche Staphylococcus aureus. L’extrait : FeAq D, ne montre 

aucune activité antibactérienne vis-à-vis de Bordetella branchiseptica 

Les autres souches se comportent différemment vis –à-vis de tous les extraits testés avec des 

diamètres compris entre 8-11mm. Celles qui ont une certaine sensibilité à ces extraits, ont des 

diamètres compris entre 9 et 14mm. L’activité la plus élevée a été observée pour l’extrait 

hydro-éthanolique des feuilles obtenu par décoction contre la souche Bordetella 

branchiseptica avec une zone d’inhibition assez grande (14 mm), sauf qu’elle est très sensible 

à l’érythromycine (17 mm) et la gentamycine (30 mm).  
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Tableau 18 : Diamètres des zones d’inhibition (en mm) des différents extraits des feuilles de 

Silybum marianum et des contrôles. 
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 II.6.1.2. Le pouvoir antibactérien des différents extraits de la tige de 

Silybum marianum 

Les résultats illustrés dans le tableau (19) montrent que les trois souches Salmonella abony, 

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, se sont montrées résistantes envers tous 

les extraits de tige, à l’exception de la souche Salmonella abony qui présente une sensibilité 

(8mm) à l’extrait hydro-éthanolique obtenu par macération (T ETOH M). 

La souche Bacillus subtilis et la souche Microccocus luteus sont résistantes (6 mm)   aux 

extraits hydro-éthanoliques des tiges obtenus par décoction et macération.  

Toutes les souches bactériennes testées se sont montrées totalement résistantes à l’extrait 

aqueux de la tige obtenu par macération (T Aq M) et décoction (TAq D), avec des zones 

d’inhibition comprise entre 6 à 7 mm, à l’exception de la souche Bordetella branchiseptica 

qui présente une forte sensibilité (11 mm) à l’extrait aqueux de tiges obtenu par décoction (T 

Aq D). 

Les deux souches Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus sont sensibles à 

l’extrait hydro-acétonique obtenu par décoction (T Ac D) avec un diamètre d’inhibition de 

11mm. La souche Bordetella branchiseptica révèle une sensibilité vis-à-vis de l’extrait hydro-

acétonique obtenu par macération de tiges (12 mm). 

Les deux extraits hydro-méthanolique (T MeOH M) et hydro-acétonique (T Ac M) de tiges 

obtenus par macération exercent une certaine activité antibactérienne contre Bacillus subtilis 

et Microccocus luteus (11 mm). 

L’activité la plus élevée a été observée pour l’extrait hydro-méthanolique (T MeOHD) vis-à-

vis de Microccocus luteus avec une zone d’inhibition assez grande (15 mm) mais inférieure à 

celles enregistrées par la gentamycine (22 mm) et l’érythromycine (31mm). 

Un autre effet remarquable des deux extraits hydro-acétoniques obtenus par macération et 

décoction vis-à-vis d’Escherichia coli, dévoile des diamètres d’inhibition de 14 et 13 mm 

respectivement, la souche Escherichia coli reste beaucoup plus sensible à la gentamycine (20 

mm) et l’érythromycine (28 mm). 
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Tableau 19 : Diamètres des zones d’inhibition (en mm) des différents extraits des tiges de 

Silybum marianum des contrôles. 
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ETOH D. La souche Staphylococcus aureus s’est montré résistant (6 mm) pour les extraits : 

Fr Aq M et Fr Ac M. 

      Les souches qui ont une certaine sensibilité à différents extraits ont des diamètres 

d’inhibition compris entre 8 et 16mm. Les plus sensibles sont : 

 La souche Staphylococcus aureus vis à vis de l’extrait hydroacétonique de fleurs (Fr Ac 

D) et hydroéthanolique (Fr ETOH D) obtenu par décoction avec un diamètre (12 mm). 

La réaction est plus importante que celle de la gentamycine (11 mm) et inférieure à 

celui-ci enregistrée par l’action d’érythromycine (15 mm).   

 La souche Pseudomonas aeruginosa vis –à- vis de l’extrait hydro-méthanolique de fleurs, obtenu 

par décoction, qui se traduit par la plus grande zone d’inhibition enregistrée de 15 mm.  Elle est 

supérieure au diamètre donné par l’action d’érythromycine (11 mm), mais inférieure à celui 

enregistrée par la gentamycine (19 mm).  

 La souche Microccocus luteus vis à vis de l’extrait hydroéthanolique de fleurs obtenu 

par décoction avec une plus grande zone d’inhibition (16 mm). Mais elle est inférieure 

au diamètre donné par l’action d’érythromycine (31 mm) et l’action de la gentamycine 

(22 mm).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats et discussion 

 

 

  
Page 113 

 

  

Tableau 20 : Diamètres des zones d’inhibition (en mm) des différents extraits des fleurs de 

Silybum marianum et des contrôles. 
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glucosides cardiotoniques. Ces composés phénoliques sont doués d'activité antimicrobienne 

importante, et possèdent des modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales vis-à-

vis d’un nombre important de microorganismes, cette activité est probablement due à leurs 

diversités structurales (Cowan ,1999).   

L’activité des flavonoïdes est probablement due à leur capacité de se complexer aux protéines 

solubles ainsi qu’aux parois cellulaires des bactéries. Cependant, les flavonoïdes à caractère 

lipophile peuvent détruire les membranes microbiennes en augmentant la fluidité des lipides 

membranaires (Daglia, 2012), alors que les tanins exercent une activité antibactérienne par 

interaction avec la membrane cellulaire qui induit un changement morphologique de la 

bactérie. Ceci permet ainsi de désactiver les adhésions microbiennes, enzymatiques et les 

enveloppes cellulaires transportant les protéines des microorganismes (Hilliard, 1995 ; 

Cowan, 1999). 

Du fait que la principale cible de ces composés naturels est la membrane bactérienne, 

l’activité antibactérienne des substances naturelles s’explique par la lyse de ces membranes. 

Plusieurs travaux ont mis en évidence la sensibilité des bactéries Gram+ par rapport au Gram-, 

ceci peut-être prêté à la différence dans la structure et la composition de leurs parois 

cellulaires. En effet les bactéries Gram– possèdent une membrane externe plus rigide, riche en 

phospholipides, en lipopolysaccharides et en protéines qui bloquent le passage des molécules 

à haut poids moléculaires, alors que les bactéries à Gram+ ont une couche externe plus 

perméable riche en peptidoglycanes.  

D’après nos résultats, on remarque que certains extraits sont actifs sur les bactéries Gram+ et 

Gram-, ce qui est en accord avec les travaux de Hassan et al., (2009). Ses résultats montrent 

que l’extrait aqueux obtenu par décoction et l’extrait hydroéthanolique acquis par macération 

de graines de Silybum marianum sont actifs envers les bactéries Gram négatives et Gram 

positives. 

Plusieurs travaux antérieurs, ont déduit que la nature du solvant et la méthode d’extraction 

influent directement sur la composition des extraits et que par conséquent sur leur activité 

antimicrobienne (Chaouch, 2014). 

Koperuncholan et al., (2012), ont montré que l’extrait éthanolique des feuilles exerce une 

activité inhibitrice sur les bactéries Gram négatives et Gram positives. Les résultats de 

Belmimoun (2016) sur l’évaluation de l’activité antimicrobienne de Zygophyllum album et 
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Myrtus communis, suggèrent que les composés de ces extraits endommagent la fonction de la 

paroi cellulaire des bactéries Gram+ et Gram-.  De même, les résultats de Yala (2016) 

montrent que l’extrait aqueux d’Eryngium foetidium présente une meilleure activité sur les 

bactéries Gram+ que sur les Gram-.  

Le mécanisme d’action impliquée dans la destruction des bactéries peut-être expliqué par 

plusieurs hypothèses, telles les interactions entre le composé antimicrobien avec la membrane 

cellulaire, l’inhibition des enzymes qui participent dans la production d'énergie cellulaire et 

l’inhibition de synthèse d’ARN.  

Les travaux de Hassan et al., (2009), montrent que l'activité antibactérienne de l’extrait 

aqueux obtenu par décoction et l’extrait hydroéthanolique par macération des graines de 

Silybum marianum sont actifs contre Bacillus subtils, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus et Salmonella. 

Les travaux de Koperuncholan et al., (2012) ont montré une activité inhibitrice remarquable 

de l'extrait éthanolique de feuilles de 7 à 13 mm contre Bacillus subtilis, Staphylococcus 

aureus (Gram positif), de 8 à 14 mm contre les bactéries Salmonella paratyphi (Gram négatif) 

et une zone d'inhibition allant de 8 à 12 mm contre les bactéries Gram négatives telles que : 

Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. 

Les résultats obtenus révèlent que l’extrait hydro-éthanolique des feuilles obtenu par 

macération et décoction n’a aucune activité antibactérienne sur les souches Salmonella abony, 

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Par ailleurs, Bacillus subtilis et 

Escherichia coli sont plus sensibles avec une zone d'inhibition allant de 8 à 11 mm. 

Une étude réalisée par Syed Muhammad et al., (2013) sur l’effet antibactérien de l’extrait 

hydro-méthanolique des fleurs sur les deux bactéries Gram + : Staphylococcus aureus et 

Bacillus subtillis, a donné un effet respectivement remarquable avec une zone d’inhibition 

plus grande comprise entre (19 et 22 mm) et (17-22 mm). Par contre cet extrait est inactif sur 

des germes Gram négatifs testés (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

typhi). L’inefficacité de certains extraits contre les souches testées peut-être expliquer par la 

faible capacité des composés antibactériens présents dans les extraits, et leur diffusion de 

manière uniforme à travers l'agar. 

Les résultats d’Oshaghi & Roya (2016) rejoignent celle de Syed Muhammad et al., (2013) 

où l’extrait méthanolique de Silybum marianum exerce une action négative sur plusieurs 
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bactéries Gram- tel que : Salmonella sp, E. coli. Par ailleurs l’effet antibactérien de l’extrait 

méthanolique de Silybum marianum vis-à-vis d’Escherichia coli avec un diamètre 

d’inhibition de 25 mm a été également rapporté par Al-Obaidi (2017). 

Nos résultats révèlent l’action modérée de l’extrait hydro-méthanolique des fleurs sur la 

croissance d’Escherichia coli, de Staphylococcus aureus et de Bacillus subtilis avec des 

diamètres respectifs d’inhibition de (9, 10 et 10mm), mais sans aucun effet sur Salmonella 

abony.  Par contre cet extrait a une activité antibactérienne assez remarquable sur la souche 

Pseudomonas aeruginosa, avec une zone d’inhibition plus grande comprise entre (12 et 15 

mm) respectivement. 

Les résultats de Puri et al., (2015) ont montré que l'extrait hydroéthanolique de la plante 

entière de Silybum marianum obtenu par une extraction au Soxhlet a des effets antimicrobiens 

plus importants sur Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

27853) et Escherichia coli (ATCC 25922) avec respectivement des zones d'inhibition de 

11mm, 7mm et 5mm.  

Les résultats de Kumar & Mishra (2015) ont indiqué que les extraits obtenus par l’utilisation 

des différents solvants d’extraction (éthanol, méthanol, éther de pétrole, acétone et eau) à 

partir des graines de Silybum marianum ont un effet antimicrobien sur les bactéries Gram 

positif (Bacillus cereus, Bacillus licheniformis et Staphylococcus aureus) et que l'extrait 

éthanolique a montré une activité antibactérienne maximale.  

Notre résultat est en parfaite concordance avec ceux de Kumar et Mishra (2015), ou l’extrait 

hydroéthanolique des fleurs par décoction a donné une zone d’inhibition de 16 mm). 

Une autre étude réalisée par Akhtar (2015) sur l’effet antibactérien de 61 espèces collectées 

au Pakistan montrent que l’extrait aqueux obtenu par macération des parties aériennes de la 

plante Silybum n’a aucun effet sur les six souches bactériennes testées (Bacillus subtilis 

(ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Salmonella typhimurium (ATCC 

14028), Escherichia coli (ATCC 15224) et Bordetella bronchiseptica (ATCC 4617). Alors 

que l’extrait méthanolique obtenu par le chloroforme a donné un effet remarquable vis-à-vis 

d’Escherichia coli avec un diamètre d’inhibition de 9.5 mm.  

Nos résultats sont en accord avec ceux de Adejare et al. (2013) ; Chaouch (2014) et Yala et 

al. (2016), qui ont déduit que la nature du solvant et la méthode d’extraction influent 

directement sur la composition des extraits, par conséquent sur leur activité. Il est important 
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de souligner que la méthode utilisée (choix des solvants), les conditions dans lesquelles 

l’extraction est effectuée (à chaud ou à froid) affectent le contenu total en polyphénols et 

flavonoïdes, et par conséquent les activités biologiques de ces métabolites.  

Le solvant est un facteur majeur qui détermine la nature et la concentration des composés 

actifs présents dans l’extrait brut. La solubilisation des composés dépend de leur affinité avec 

le solvant. Les différences de polarité entre les divers solvants permettent donc de cibler des 

groupes de molécules spécifiques. Les substances naturelles, dans certains cas, ne sont pas 

distribuées de façon homogène dans la plante. En effet, on trouve dans la plante une fraction 

de solutés facilement accessibles et une fraction non accessible contenue dans les cellules 

intactes de la plante et dans la plupart des cas, l’extraction est alors limitée par la diffusion 

(Perrut ,2008). 

II.6.2. Étude de la CMI des différents extraits bruts par méthode de 

dilution sur milieu gélosé         

      L'ensemble des extraits bruts des différentes parties de Silybum marianum a fait l'objet 

d’une étude sur l'évaluation de leur activité antibactérienne par le biais de la méthode des 

dilutions sur milieu solide ou CMI en milieu solide. 

      La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration de l'extrait 

qui ne montre pas de culture visible. L’activité inhibitrice des extraits a été identifiée dans une 

plage de concentration de 6.25 à 200 mg/ml pour les différents extraits qui se sont montrés 

efficaces sur des germes testés. 

Pour les souches bactériennes qui se sont montrées les plus sensibles (12 - 16 mm) par la 

méthode de diffusion des disques sur milieu solide, des valeurs de CMI ont été déterminées 

puis rapportées dans le tableau (21). 

→ Pour Bordetella branchiseptica (Gram-), la concentration minimale inhibitrice de l’extrait 

hydro-éthanolique des feuilles par décoction, l’extrait hydro-acétonique de tiges par 

macération et l’extrait hydro-éthanolique des fleurs par décoction est à partir de 25 mg/ml. 

→ Pour Microccocus luteus (Gram+), la concentration minimale inhibitrice de l’extrait 

hydro-méthanolique de tiges et l’extrait hydro-éthanolique de fleurs par décoction 

commence respectivement à partir de 6.25 et 12.5mg/ml.    
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→ La CMI pour Escherichia coli (Gram-), est à partir d’une concentration de 6.25 mg/ml et 

de 25 mg/ml pour les deux extraits hydro-acétoniques de tiges obtenus par décoction et 

par macération. 

→ Pour l’extrait hydro-méthanolique des fleurs obtenu par macération et par décoction, la 

concentration minimale inhibitrice de Pseudomonas aeruginosa (Gram-), est 

respectivement à partir de 12.5 et 25 mg/ml. 

→ La CMI pour Staphylococcus aureus (Gram+), commence à partir de 12.5 et à partir de 25 

mg/ml pour l’extrait hydro-éthanolique de fleurs et l’extrait hydro-acétonique par 

décoction. Pour Bordetella branchiseptica (Gram-), la concentration minimale inhibitrice 

de l’extrait hydroéthanolique de feuilles obtenu par décoction, l’extrait hydroacétonique 

de tiges obtenu par macération et l’extrait hydroéthanolique de fleurs obtenu par décoction 

est à partir de 25 mg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats et discussion 

 

 

  
Page 119 

 

  

 

Tableau 21 : La CMI de certains extraits bruts de Silybum marianum. 

 

 

Les résultats de CMI ont montré des valeurs relativement élevé (6.25 jusqu’à 25 mg/ml), qui 

ne reflète pas la réelle efficacité antibactérienne d'un composé déterminer par la méthode de 

diffusion de disque. Ce qui est en accord avec les suggestions de Cimanga et al., (2002) et 

Hadouchi et al., (2014). 

Cette variabilité d’efficacité des extraits végétaux peut dépendre du type de micro-organismes 

(Gram+ et Gram-), du type d’extrait, de sa concentration, de leur composition chimique, et 
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peut-être liée à la polarité des substances bioactives. Cowan (1999) supposait que l’activité 

antimicrobienne est liée à la polarité des substances bioactives. Les composés, les moins 

polaires dépourvus des groupements hydroxyles (OH) libres sont plus actifs vis-à-vis des 

agents microbiens que ceux portant des groupements hydroxyles. 

À travers les résultats, on pourrait déduire que les différents extraits obtenus à partir de 

Silybum marianum possèdent des effets intéressants par rapport aux souches bactériennes 

testées. Des études complémentaires sont nécessaires pour l’isolement et la caractérisation des 

composés actifs dans les différents extraits en vue d’identifier les différentes molécules 

responsables des différentes activités biologiques de cette plante. 

 

II.7. Analyses par HPLC des extraits de Silybum marianum 

      La composante phénolique des végétaux est constituée d'une variété de structures 

représentant la majorité des classes phénoliques. La combinaison des différentes structures, 

leurs proportions relatives ainsi que leurs interactions (synergisme ou antagonisme) sont à 

l'origine de la diversité de leurs activités biologiques (Balasundram et al. ,2006). 

      Les conditions expérimentales utilisées lors des analyses chromatographiques permettent 

d’envisager un ordre d’élution possible des composés polyphénoliques. Les composés les plus 

polaires sont moins retenus par la colonne C18 alors que ceux possédant un caractère apolaire 

se verraient plus retenus par celle-ci. L’ordre d’élution des molécules étant aussi déterminé 

par la nature et le gradient des solvants utilisés (Rezaire, 2012). 

      Le profil d’élution des composés issus de ces extraits a été suivi à 280 nm, longueur 

d’onde caractéristique des composés phénoliques. En effet, tous les phénols sont détectés dans 

la région des ultra-violets avec un pic d’absorption maximum à 280 nm dû à la présence du 

cycle phénolique (Merken &Beecher, 2000). 

      Les différents composés à analyser ont été identifiés par comparaison des temps de 

rétention des différents constituants des extraits avec ceux des différents standards en se 

référant à la littérature (Wollgast & Anklam, 2000). 

      Nos analyses réalisées par HPLC en phase inverse ont été effectuées sur les extraits de 

feuilles et de tiges (hydro-acétonique et hydro-éthanolique obtenus par macération et 
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décoction) et les extraits de fleurs (hydro-méthanolique obtenus par macération et décoction) 

montrent la richesse de ces trois parties en composés phénoliques. 

II.7.1. Analyse des extraits obtenus de la tige  

  II.7.1.1 Analyse de l'extrait hydro- éthanoïque /décoction de tige 

Le profil chromatographique de l’extrait hydro-éthanolique de la tige obtenu par décoction est 

représenté au niveau de la figure 36. 

 

Figure 36 : Chromatogramme de l'extrait hydro- éthanolique /décoction de tige. 

1 : acide tannique ; 3 : isosilychristine ; 4 : silychristine ; 5 : silydianine ; 6 : silybine A ; 7 : 
silybine B ; 8 : isosilybine A ; 9 : isosilybine B ; 10 : acide coumarique ; 12 : quercétine 

13 : kaepmoférol ; 14 : apigenine. 

      Nous observons sur le chromatogramme de l’extrait hydro-éthanolique de la tige obtenu 

par décoction, la présence de quelques pics majoritaires à 280 nm qui laisserait supposer 

l’existence de certains composés phénoliques avec les aires suivantes  : l’acide tannique 

(0.916 %), les flavonolignanes (isosilychristine (0.255%), silychristine (0.617%), silydianine 

(10.040%), silybine A (0.439 %), silybine B (2.70 %), isosilybine  A (2.148%) et isosilybine 

B (0.903 %),  d’autres flavonoïdes telles que : le kaepmoférol (0.118 %), l’apigenine (10.312) 

et la quercétine (0.476  %)et un acide phénolique : l’acide coumarique (0.542%). 

      Nous notons la présence dans le même profil d’autres molécules qui ont été 

fractionnées mais non identifiées, avec des temps de rétention de 1.320, 1.736,7.273, 15.66, 
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23.82 et 51.29 qui présentent respectivement des pics majoritaires avec des aires (%) : 5.137, 

5.295, 6.352, 5.022, 8.179 et 6.072 %. 

  II.7.1.2. Analyse de l’extrait hydro- acétonique de la tige obtenue par 
macération 

      La séparation de l’extrait hydro-acétonique de tiges obtenu par macération, par la 

chromatographie liquide à haute performance HPLC en phase inverse est illustrée dans le 

spectre suivant : 

 

Figure 37 : Chromatogramme de l'extrait hydro- acétonique de la tige obtenue par 
macération. 

1 : acide tannique ; 2 : taxifoline ; 3 : isosilychristine ; 4 : silychristine ; 5 : silydianine ; 6 : 

silybine a ; 7 : silybine b ; 9 : isosilybine b ; 10 : acide coumarique ; 12 : quercétine : 14 : 

apigenine. 

      Le chromatogramme obtenu pour l'extrait hydro-acétonique par macération de la tige de 

Silybum marianum présente des pics marqués tout au long de la ligne, qui suggère une forte 

hétérogénéité en nombre et en composition de l’extrait. Il montre aussi la présence de 

différentes familles polyphénoliques sur un chromatogramme de 60 min.  

      En se référant au temps de rétention des standards avec ceux des composés de l’extrait, il 

en ressort de la présence probable de certains composés phénoliques avec des aires dont le 

pourcentage est différent : l’acide tannique (un polyphénol de la famille des tanins : les 
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flavonolignanes (isosilychristine (1.090%), silychristine (0.531%), silydianine (0.566%), 

silybine A (4.093 %), silybine B (5.122 %), isosilybine B (1.200%). Il existe également 

d’autres flavonoïdes telles que : la taxifoline (0.302%), la quercétine (0.608%) et l’apigenine 

(2.122) et un acide phénolique : l’acide coumarique (1.427%).  

 Nous notons la présence dans le même profil, d’autres molécules qui ont été fractionnées 

avec des temps de rétention variables jusqu’à 61.722 min. 

 La comparaison entre les deux profils chromatographiques des extraits de tiges 

(hydroacétonique et hydroéthanolique obtenus respectivement par macération et décoction) 

montre la présence remarquable de la silydianine (aire % :10.040%) et l’apigenine (aire % : 

10.312%) et l’absence de la taxifoline dans l’extrait hydro-éthanolique obtenu par décoction.  

Tandis que l’extrait hydroacétonique obtenu par macération présente des concentrations en 

acide tannique (aire % :4.095 %), en silybine A (aire % :4.093 %)et en silybine B (5.122 %), 

avec des aires (%)plus importantes que l’extrait hydroéthanolique obtenu par décoction. 

 Nos résultats sont similaires à ceux de Ghafor et al., (2014), ils ont montré que l’extrait de 

tige est riche en acides phénoliques (acide coumarique, acide ferrulique, acide gentisique, 

acide chlorogénique ...), des flavonoïdes (le kaepmoférol, iso-quercétine, et léotolin) et de 

flavonolignanes (isosilychristine, silychristine, silydianine, silybine A, silybine B, isosilybine 

A et isosilybine B) avec des proportions différentes. Selon Charrié et al., (2017) ces 

molécules sont doués d’une bonne activité de piégeage des radicaux libres.  

II.7.2. Analyse des extraits obtenus à partir des feuilles  

  II.7.2.1 Analyse de l’extrait hydro-éthanolique de la feuille obtenue par 
décoction 

L’analyse de chromatogramme de l’extrait hydro-éthanolique de feuilles obtenu par 

décoction, représenté sur la figure 38, présente des pics marqués tout au long de la ligne, qui 

nous ont permis l’identification probable de certains composés phénoliques dans l’extrait.  

Les résultats montrent la présence de l’acide tannique (1.463 %), l’isosilychristine (0.686 %), 

la silydianine (0.505 %), l’isosilybine A (5.896 %), l’isosilybine B (2.331 %), la quercétine 

(0.548%), la taxifoline (0.212 %), l’acide coumarique (0.467 %), la kaepmoférol (0.680 %) et 

la naringine (7.874%). 
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Nous notons la présence dans le même profil d’élution, de certains pics non identifiés obtenus 

avec des aires dont les pourcentages sont beaucoup plus importants (11.48 min : 3.243%), 

(33.82 min : 6.028%), (36.39 min : 3.081%), (37.304 :9.247%), et (45.087 : 1.479%). 

 

Figure 38 : Le profil chromatographique de l’extrait hydro-éthanolique de feuille obtenue par 
décoction. 

 

1 : acide tannique ; 2 : taxifoline ; 3 : isosilychristine ; 5 : silydianine ; 8 : isosilybine A ; 9 : 
isosilybine B ; 10 : acide coumarique ; 11 : naringine, 12 : quercétine ; 13 : kaepmoférol. 

  II.7.2.2 Analyse de l’extrait hydro-acétonique de la feuille obtenue par 

macération 

Le chromatogramme (Figure 39) obtenu pour l'extrait hydro -acétonique de feuille obtenu par 

macération de Silybum marianum présente des pics marqués tout au long de la ligne,  qui nous 

a permis de suspecter la présence de différentes composées phénoliques : l’acide tannique 

(0.372), les flavonolignanes (isosilychristine (1.171 %), silydianine (0.714 %), silybine A 

(0.056 %), isosilybine  A (10.482%) , isosilybine  B (1.089%) ,taxifoline (0.162%) , la  

quercétine (2.468 %) ,l’acide coumarique(0.469 %)  et la naringine (3.468%). 
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Figure 39 : Chromatogramme de l’extrait hydro-acétonique de la feuille obtenue par 
macération. 

1 : acide tannique ; 2 : taxifoline ; 3 : isosilychristine ; 5 : silydianine ; 6 : silybine A ;   8 : 

isosilybine A ; 9 : isosilybine B ; 10 : acide coumarique ; 11 : naringine ; 12 : la quercétine. 

       En comparant les deux profils chromatographiques on constate que l’extrait hydro-

acétonique de la feuille obtenue par macération est plus riche en isosilybine A (10.482%) et 

quercétine (2.468 %), alors que l’extrait hydro-éthanolique obtenu par décoction, présente un 

pic avec une aire en pourcentage important qui indique la naringine (7.874%). 

       Nos résultats sont en accord avec Omar et al., (2012), qui ont déjà identifié la présence 

des différents composés phénoliques comme la silychristine, la silydianine, la silybine A, la 

silybine B, l’isosilybine A, l’isosilybine B et la taxifoline dans les extraits de feuilles de 

Silybum marianum. 

      II.7.3. Analyse des ’extraits obtenus à partir des fleurs 

        II.7.3.1. Analyse de l’extrait hydro-méthanolique de la fleur obtenue par 
macération 

       Les résultats de la séparation des différents extraits des fleurs (hydro-méthanolique 

obtenue par macération et décoction par la chromatographie liquide à haute performance 

HPLC sont illustrés dans la figure suivante : 
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Figure 40 : Chromatogramme de l’extrait hydro-méthanolique de fleur obtenue par 
macération. 

1 : acide tannique ; 2 : taxifoline ; 3 isosilychristine ; 4 : silychristine ; 5 : silydianine ; 6 : 

silybine A ; 7 : silybine B ; 8 : isosilybine A ; 9 : isosilybine B ; 12 : la quercétine ; 13 : 

kaepmoférol. 

      L'analyse de ces résultats montre que dans l'extrait hydro-méthanolique des fleurs obtenu 

par macération montre la présence des pics avec des aires (%) dont l’acide tannique (1.165%), 

les flavonolignanes (isosilychristine (0.266%), silychristine (0. 241%), silydianine (1.338 %), 

silybine A (4.631 %), silybine B (2.233 %), isosilybine A (4.006%) et isosilybine B (2.467 

%), d’autres flavonoïdes telles que : la quercétine (0.550 %), la taxifoline (0.765 %) et la 

kaepmoférol (0.113 %). 

 II.7.3.2. Analyse de l’extrait hydro-méthanolique de la fleur obtenue par 

décoction  

      Le chromatogramme (Figure 41) obtenu montre la présence de quelques pics majoritaires 

à 280 nm avec des aires en pourcentages, qui nous ont permis de soupçonner la présence de 

certains composés phénoliques : l’acide tannique (1.077%) , les 

flavonolignanes (isosilychristine (0.644 %) , silydianine (0.525 %), silybine A (0.247 %), 

isosilybine  A (3.774%) et isosilybine B (1.232 %) ) ,  d’autres flavonoïdes telles que : la 
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quercétine (7.244%) , la taxifoline (0.204%), l’acide coumarique (0.770 %) ,  la kaepmoférol 

(0.073 %) et la naringine (10.384%). 

      Nous notons la présence dans le même profil d’élution à 280 nm, une sérié de quelques 

pics non identifiés obtenus avec des aires dont les pourcentages sont beaucoup plus 

importants et qui ont été fractionnées avec des temps de rétention comprise entre 29.28 et 

49.72. 

 

Figure 41 : Chromatogramme obtenu à 280 de l’extrait hydro-méthanolique de fleur obtenue 
par décoction. 

1 : acide tannique ; 2 : taxifoline ; 3 : isosilychristine ; 5 : silydianine ; 6 : silybine A ; 8 : 

isosilybine A ; 9 : isosilybine B ; 10 : acide coumarique ; 11 : naringine ; 12 : la quercétine ; 

13 : kaepmoférol. 

      La comparaison entre les résultats de la séparation chromatographiques des deux extraits 

de fleurs (hydro-méthanolique obtenus par macération et décoction révèle une composition 

qualitative en composés phénoliques mais différente d’un point de vue quantitatif. 

      Nous constatons que l'extrait hydro-méthanolique des fleurs obtenu par macération 

présente certains pics avec des aires dont les pourcentages sont plus importants : silydianine 

(1.338 %), silybine A (4.631 %), silybine B (2.233 %), isosilybine  A (4.006%) et isosilybine 

B (2.467 %) comparativement à celui de l’extrait hydro-méthanolique obtenu par décoction, 
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par contre ce dernier semble riche  en quercétine (7.244%) et en  naringine (10.384%) 

représentés par des pics traduisant des pourcentages élevés. 

L’extrait des fleurs de Silybum marianum a une très forte capacité à piéger le radical DPPH et 

indique une meilleure activité antioxydante. Ceci est sans doute dû à sa composition riche en 

flavonoïdes (la quercétine, la naringine et la silybine) (Wang et al., 2010). 

      L’analyse qualitative des différents extraits par chromatographie liquide à haute 

performance en phase inverse (HPLC-RP), a révélé leur richesse en composés phénoliques.  

Selon Macheix et al., (2005), les composés phénoliques d’origine naturelle ont la propriété 

d’être solubles dans les solvants polaires. Ce qui rend possible l’utilisation de la phase inverse 

en HPLC pour leur analyse. 

      L’analyse des résultats des différents profils chromatographiques des principaux 

composés phénoliques obtenus à partir des extraits testés, nous a permis d'identifier certains 

composés phénoliques dont l’acide tannique, les flavonolignanes (isosilychristine, 

silychristine, silydianine, silybine A, silybine B, isosilybine A, et isosilybine B) et d’autres 

flavonoïdes telles que : la quercétine, taxifoline, l’acide coumarique, kaepmoférol, la 

naringine et l’apigenine. Ainsi, la méthode d’identification par chromatographie vient-elle 

confirmer les premiers résultats obtenus par dosages spectrophotométriques UV-Visible des 

composés phénoliques. 

       Certains pics de ces profils présents des aires dont les pourcentages sont beaucoup plus 

importants. Ces derniers ne sont pas identifiés, par manque de standards. D’autre part, 

l'analyse comparative des profils chromatographiques des extraits testés obtenu par 

macération et décoction, montre l’effet du solvant et de la méthode d’extraction sur la teneur 

en composés phénoliques et les potentialités antioxydantes des différentes parties de Silybum 

marianum (feuilles, tiges et fleurs). Les aires des pics obtenus montrent que les quantités 

diffèrent en fonction de la méthode d’extraction, le solvant utilisé et la partie de la plante 

étudiée. 

      Plusieurs études ont montré que les extraits des fleurs de Silybum marianum contiennent 

la plus grande quantité de composés phénoliques (Shibano et al., 2007, Abouzid, 2012, 

Elwekeel et al., 2013, Bijak, 2017). 
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      De plus, ces valeurs peuvent donner des informations pour une meilleure sélectivité des 

molécules à extraire et nous mènent à comprendre la bonne activité antioxydante des extraits 

de feuilles, de tiges et de fleurs. 

      Les travaux de Kren et al., (2005) montrent la richesse de Silybum marianum en 

silymarine. La silymarine : Il s'agit de la substance reconnue active dans le chardon Marie 

(Brès, 1992). Elle est constituée d'un mélange de 6 flavonolignanes : la silychristine, la 

silydianine, la silibinine A, la silibinine B, l'isosilybine A et l'isosilybine B, présente dans 

toute la plante, est particulièrement concentrée dans les graines mures. La silybine neutralise 

efficacement différents radicaux libres incluant le radical hydroxyle et peroxyle ainsi que l'ion 

hypochlorite (Mira et al., 1994).  

      La silymarine contient également de la quercétine et de la taxifoline. Ces flavonolignanes 

présentent des propriétés antioxydantes par inhibition des radicaux libres. La silymarine 

contient également de la quercétine et de la taxifoline. Ces flavonolignanes présentent des 

propriétés antioxydantes par inhibition des radicaux libres.  

      Plusieurs auteurs ont prouvé l’efficacité de la méthode d’extraction par macération (Liu et 

al., 2013). Des études antérieures ont montré que le méthanol est le solvant le plus 

fréquemment utilisé pour extraire la silymarine à partir des graines de Silybum marianum 

(Benthin et al., 1999 ; EL-Samaligy et al.,2006).  En effet, il a été utilisé afin d'obtenir des 

extraits riches en flavanones, flavones, flavone-glycosides, méthoxyflavones et flavones 

dimères (Escribano-Bailôn & Santos-Buelga, 2003).  

      Les travaux de Çağda et al., (2011), montrent que le profil chromatographique de l’extrait 

hydro-méthanolique par macération révèle la présence de six pics. Ces pics identifient les 6 

flavonolignanes de la silymarine. Jahan et al., (2016) ont   confirmé que l’extrait hydro-

méthanolique par macération a montré une plus grande quantité de silymarine, et ont prouvé 

que l'augmentation de temps d'extraction augmente le rendement en silymarine. Cependant, 

l'éthanol est aussi un bon solvant qui peut être utilisé pour l'extraction de silymarine. Il a aussi 

donné d'excellents rendements car son potentiel d'extraction est très proche du méthanol dans 

certaines procédures.   

      Une autre étude réalisée par Grigoraş (2012) montre que le méthanol extrait 

préférentiellement les composés les plus polaires correspondant aux solutés élués avec les 

temps de rétention les plus faibles, de même l’éthanol est capable de solubiliser des composés 
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ayant une plus large gamme de polarité car c’est un solvant de polarité intermédiaire extrait 

toutes les familles de composés. Cependant les résultats de Duan et al., (2004) montrent que 

l’augmentation de la température influe sur le rendement d'extraction du principal constituant 

actif de la silymarine et de la taxifoline. Cela est probablement dû à une dégradation de ces 

composés. Au contraire, Wallace et al., (2005) ont prouvé que le rendement en silymarine 

augmente avec l'augmentation de la température. Aussi dans la plupart des cas, l'éthanol à 60 

°C récupérait les plus grandes quantités de silymarine.  

       L’analyse chromatographique (HPLC), réalisé par Wang et al., (2010) sur les différentes 

parties de Silybum marianum montre une relation étroite entre la composition des extraits et la 

nature du solvant d’extraction. En effet, la solubilité des flavonoïdes dépend en grande partie 

de la nature et du nombre de substituants : plus le nombre d’hydroxyles libres est élevé, plus 

ils sont solubles dans les solvants polaires (Harborne et al., 1975 ; Saidman et al. 2002).  

Cependant, les différences structurales au sein d’une même famille sont tellement importantes 

qu’il est difficile d’estimer la solubilité d’un composé dans un solvant (Abou El Hassan 

et al., 2000). 

      Cependant, les différences structurales au sein d’une même famille sont tellement 

importantes qu’il est difficile d’estimer la solubilité d’un composé dans un solvant (Abou El 

Hassan et al., 2000). 
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      Les plantes médicinales produisent une large gamme de substances chimiques actives, 

de métabolites secondaires qui constituent une grande source de principes actifs connus pour 

leurs propriétés thérapeutiques. Leur utilisation est en progression constante, étant donné la 

toxicité et les effets secondaires indésirables des molécules de synthèse. Ainsi, le besoin établi 

à l’implication du stress oxydatif dans plusieurs maladies et la résistance aux antimicrobiens, 

a mené plusieurs chercheurs à la valorisation de certaines plantes médicinales.  

      L’objectif de notre étude a consisté essentiellement à évaluer la meilleure technique 

d’extraction des composés phénoliques dans les différentes parties de la plante Silybum 

marianum (feuilles, tiges et fleurs) par deux méthodes d’extraction différentes (macération et 

décoction), en employant quatre solvants d’extraction puis voir l’influence de ces paramètres 

sur   l’activité antioxydante et l’activité antimicrobienne. 

      D’après nos résultats, nous constatons en premier que les différentes parties étudiées de 

Silybum marianum renferment des teneurs variables en composés phénoliques et par 

conséquent elles ont des activités antioxydantes différentes. Les meilleures moyennes de 

rendements d’extraction des deux méthodes utilisées sont enregistrées pour la décoction dont 

l’extrait aqueux des feuilles enregistre le rendement le plus élevé à savoir 24.71 ± 4.68 %. 

      En fonction de la méthode d’extraction et indépendamment du système de solvant et de la 

partie de la plante, la macération a donné des extraits avec des teneurs les plus élevées en 

polyphénols totaux et une bonne capacité antioxydante totale par rapport au décoction qui 

semble être la meilleure méthode d’extraction des flavonoïdes, des tanins et qui a révélé des 

extraits avec de meilleures activités anti-radicalaires.    

       Les composés phénoliques sont diversement répartis dans les quatre systèmes de solvants 

utilisés. On note que le méthanol offre un extrait de teneur très élevée en polyphénols (18.75± 

0.55 mg EAG/g MS), et que l’eau donne la teneur la plus forte en tanins condensés (04.14 ± 

0.82 mg EAT/g MS). L’éthanol quant à lui, est le meilleur extracteur de flavonoïdes avec une 

teneur de 5.08 ± 0.57 mg EC/g MS. Néanmoins, l’acétone s’avère le solvant le moins riche en 

composés phénoliques.  

       Indépendamment du système de solvant et du type d'extraction, les extraits des feuilles 

contiennent de fortes teneurs en polyphénols et ont une capacité antioxydante totale 

considérable. 
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      Les extraits des fleurs renferment en moyenne les plus importantes concentrations en 

flavonoïdes et ont la plus forte activité antioxydante par la méthode de piégeage du radical 

DPPH• libre avec une valeur de IC50 assez basse de l’ordre 2.099 ± 0,08 µg/ml, même par 

rapport au antioxydant de synthèse. Les extraits des tiges, donnent en moyenne les teneurs les 

plus élevées en tanins condensés et la plus grande capacité antioxydante totale (172.04 ±26.06 

mg EAG/g MS). 

      Pour les différents extraits des trois parties de la plante (feuille, tige et fleur), on remarque 

une bonne corrélation linéaire entre les teneurs en composés phénoliques et la capacité 

antioxydante totale, ainsi que des corrélations fortes entre les teneurs en flavonoïdes et les 

valeurs d’IC50 du test DPPH. D’autres tests devraient être appliqués pour mieux évaluer le 

pouvoir antioxydant de ces extraits et valoriser ainsi les différentes parties de Silybum 

marianum, notamment les feuilles et les tiges afin de pouvoir les utiliser dans certaines 

maladies liées au stress oxydatif.  

      Le screening phytochimique permet également d’observer des variations dans la 

composition chimique des extraits. Cette diversité structurale est probablement responsable de 

leurs activités antimicrobiennes. Les résultats montrent que tous les extraits possèdent une 

activité antimicrobienne sur au moins une des souches bactériennes testées.  

      Les tests de l’activité antibactérienne ont révélé quelques résultats intéressants. En effet, 

l’extrait hydro-éthanolique par décoction des feuilles et l’extrait hydro-acétonique des tiges 

par macération exercent une activité inhibitrice sur la souche Bordetella branchiseptica. 

      Microccocus luteus est plus sensible à l’extrait hydro-méthanolique des tiges et l’extrait 

hydro-éthanolique des fleurs par décoction avec des valeurs respectives de CMI de 6.25 

mg/ml et 12.5mg/ml. Les deux extraits hydro-acétoniques des tiges par décoction et par 

macération, ont montré une efficacité contre Escherichia coli avec une CMI à partir de 6.25 

mg/ml et 25 mg/ml respectivement. Pour l’extrait hydro-méthanolique des fleurs par 

macération et par décoction, la concentration minimale inhibitrice de Pseudomonas 

aeruginosa est à partir de la concentration de 12.5 et de 25 mg/ml respectivement. La CMI 

pour Staphylococcus aureus est respectivement de 12.5 et de 25 mg/ml pour l’extrait hydro-

éthanolique de fleur et l’extrait hydro-acétonique par décoction. 

      L'analyse par HPLC en phase inverse de certains extraits de feuilles et de tiges (hydro-

acétonique et hydro-éthanolique obtenus par macération et décoction respectivement) et 
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extraits de fleurs (hydro-méthanolique obtenus par macération et décoction), a révélé la 

richesse de ces trois parties en composés phénoliques. En se référant au temps de rétention 

des standards, il en résulte la présence probable de certains flavonolignanes (la silychristine, 

la silydianine, la silibinine A, la silibinine B, l'isosilybine A et l'isosilybine B), des 

flavonoïdes (taxifoline, naringine, kaepmoférol et apigenine), des tanins comme l’acide 

tannique ; et des dérivés phénoliques comme l’acide coumarique. Cette composition des 

extraits peut significativement varier, en fonction de la partie de la plante utilisée pour 

l’extraction, la nature du solvant et la méthode d’extraction.  

      Cette étude a révélé l’importance du choix de la méthode d’extraction à tester, tels que le 

Soxhlet, la sonication, les micro-ondes… 

      Compte tenu des résultats, nous pouvons conclure que la plante Silybum marianum 

appartenant aux astéracées d’Algérie, peut constituer une nouvelle source de composés actifs 

doués d’un potentiel antioxydant et antimicrobien important.  

        Cependant, de futurs travaux seraient nécessaires afin de purifier et de quantifier ces 

composés phénoliques pour pouvoir tester leur activité biologique. Une analyse qualitative 

des extraits par des méthodes performantes comme l’HPLC/MS et RMN est indispensable. 

Ces travaux permettront d’une part de mettre en évidence le principe actif et/ou une 

éventuelle synergie entre les différents composés phénoliques et d’autre part, de confirmer 

que les extraits riches en composés phénoliques pourraient bien rivaliser avec les produits 

chimiques synthétiques. Par ailleurs, la détermination de la toxicité de ces molécules, demeure 

une exigence très importante pour leur utilisation future. 
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 Annexe I : Produits chimiques et réactifs 

 

Tableau 22 : Listes des produits chimiques et réactifs. 

Produits propriétés 

Méthanol CH4OH, M= 32,04 g/mol 

Éthanol C2H6O, M=46,07g/mol, d=46,7, 95% 

Eau distillée  H2O, M=18g/mol 

Alcool iso-amylique C5H12O, M= 88,146 g/mol 

Acétone  C3H6O, M=58,08 g/mole 

Acides chlorhydrique  HCL, M=36,461± 0,002 g/mole  

Chlorure de fer  FeCl3, M=162,204 ± 0,008 g/mole 

Chlorure de mercure  HgCl2, M=271,5 ± 0,02 g/mole 

Iodure de potassium  KI, M=166,0028 ± 0,0001 g/mole 

Chloroforme CHCl3, M=119,378 ± 0,007 g/mole 

Acide sulfurique  H2SO4, M=98,078 ± 0,006 g/mole 

Hydroxyde d'ammonium  NH4OH, M= 35,0455g/mole 

Chlorure d’aluminium (AlCl3) AlCl3, M=137,43g/mole 

Nitrite de sodium  NaNO2, M=68,9953 ± 0,0008 g/mole 

Hydroxyde de sodium (la soude) NaOH, M= 39,9971 ± 0,0004g/mole 

Catéchine C15H14O6, M=290,2681 ± 0,0148g/mole 

Acide tannique (AT) C76H52O46, M= 1 701,1985 ± 0,0782g/mole 

Folin-Ciocalteu d= 1,22 

Carbonate de sodium  Na2CO3, M= 105,9884 ± 0,0017g/mole,  

Phosphate de sodium Na3PO4, M=163,9407 ± 0,0012g/mole 

molybdate d’ammonium (NH4)2MoO4  

DPPH C18H12N5O6, M= 394.32g/mole, d=1.4 g/cm3 

Ferricyanure de potassium  K3Fe(CN)6, M= 329,244g/mol, d=1.89 g/cm3 

Acide trichloracétique (TCA) C2HCl3O2, M= 163,387 ± 0,008g/mol 

Acide gallique C7H6O5, M= 170,1195 ± 0,0075g/mol 

Acide ascorbique C6H8O6, M= 176,1241 ± 0,0072g/mol 
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Annexe II : Composition des réactifs généraux des alcaloïdes 

Réactif de DRAGENDORFF : 

Iodure de potassium(KI) 25g 

Chlorure mercurique 6.8g 

Eau distillée (qsp) 1000 ml 

Réactif de MAYER : 

Chlorure de mercure 1.36g 

Iodure de potassium 5g 

Eau distillée (qsp) 100 ml 

Réactif de Bouchardat 

Iode 2 g 

Iodure de potassium 2g 

Eau distillée (qsp) 100 ml 

Réactif de Folin - Denis 

Tungstate de sodium 100g 

Acide phosphomolybdique 20g 

Acide phosphorique 50 ml 

Eau distillée (qsp) 1000ml 

 

- Solution de carbonate de sodium saturée : 

Pour chaque 100 ml d’eau distillée, on dissout 35 g de carbonate de sodium à 70 à 80°C. La 

solution est laissée au repos pendant 24h. Les cristaux de Na2CO3 .10 H2O formés, sont filtrés 

et le volume final ajusté. 
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Annexe III : Composition des différents milieux de culture 

 

Milieu de MUELLER HINTON (milieu solide) : 

Formule-type (g/l) 

Extrait de viande 2.00 

Peptone trypsique de caséine 17.50 

Amidon 1,50 

Agar 15.0 

pH 7,3   ;   0,1 à 25 ° C  

Préparation des milieux à partir de la poudre déshydratée 

Milieu de MUELLER-HINTON : 

� Dissoudre 36g de milieu déshydraté dans l'eau distillée en agitant continuellement, puis 

ajuster à 1L ; 

� Chauffer le milieu jusqu' à dissolution totale sur une plaque chauffante toujours en 

remuant avec un agitateur magnétique ; 

� Autoclaver à 121° C pendant 15 min. 

Milieu de GÉLOSE NUTRITIVE ordinaire 
 
La gélose nutritive est un milieu non sélectif, essentiellement utilisé pour vérifier la pureté des 

souches. 

 
Extrait de viande  1  

Extrait de levure  2  

Peptones  5 

NaCl  5 

Agar 15 à 20 

Eau (qsp) 1000 

pH : 7.4  
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Annexe IV : Chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC). 

La longueur d’onde : 280 nm. 

 
Tableau 23 : Temps de rétention de quelques standards utilisés dans l’analyse par HPLC  

(La longueur d’onde : 280 nm). 

 

Standards Temps de rétention (min) 

Acide tannique 2.317 

Taxifoline 9.347 

Isosilychristine 12.047 

Silychristine 12.905 

Silydianine 13.886 

Silybine A 17.027 

Silybine B 17.523 

Isosilybine A 18.635 

Isosilybine B 19.025 

Naringine 37.70 

Quercétine 47.14   

Kaepmoférol 47.701 

Apigenine 50.90.  
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Abstract:  

Objective: The objectives of this study were essentially to evaluate the best technique for extracting phenolic compounds 

from Silybum marianum leaves. 

Subjects and Methods: Two extraction methods (maceration and decoction), using four extraction solvents. The efficiency 

of the extraction methods was estimated by quantifying the total polyphenol contents by the Folin -Ciocalteu method and 

by determining the antioxidant power of the various extracts by the ability to trap the free radical DPPH °, and the 

influence of these parameters on the antioxidant activity.  

Results: The results showed that the extracts of the leaves by maceration have contained the highest percentage yield 

(24.68%); the highest content in the aqueous -methanol polyphenols extract (18.75 ± 0.55 mg GAE / g DW ) against the 

decoction is more effective for the extraction of flavonoids and condensed tannins. The highest content of flavonoids had 

been recorded for the aqueous- ethanolic extract (5.08 ± 0.57 CE mg / g DW). The water had the highest content of 

condensed tannin (03.86 ± 0.22 TAE / g DW). On the other hand, the aqueous -ethanolic and aqueous -methanol extract of 

the leaves obtained by maceration have the best antioxidant capacity (73.84 ± 5.90 EAG / g DW and 73.64 ± 5.93 mg EAG / 

g DW respectively) and the aqueous extract of the leaves by decoction had a better antiradical power (48.64 μg / ml).  

Conclusion: The extraction of phenolic compounds from Silybum marianum leaves was strongly influenced by the type of 

solvent and the extraction method. In addition, it is very difficult to choose an appropriate extraction solvent for all plant 

samples. 

                                                                                                                                                                                  

Key words: Silybum marianum - phenolic compounds - extraction solvent - maceration-decoction - antioxidant activity. 

 

INTRODUCTION 

The use of medicinal plants is as old as human civilization. 
Continuous efforts are being made to improve medicinal 
plants or produce their products in high amounts through 
various technologies. 1 Thus, plants can be considered as 
reservoirs of bioactive molecules still little explored. 2 Indeed, 
the scientific community has carried out several scientific 
works to study medicinal plants for the research and the 
valorization of new molecules, which represent the principal 
groups endowed with a powerful activity antioxidant or 
scavengers of free radicals or others of activity in order to 
provide solutions to oxidative stress 3. Phenolic compounds 
are present in all higher plants and they are very  

 

 

heterogeneous compounds both by their compositions and by 
their structures 4. They correspond to a very wide range of 
chemical structures and are characterized by a very unequal 
qualitative and quantitative distribution according to the 
considered species but also the organs, the tissues and the 
physiological stages, 2, 4   of very different physicochemical 
properties influencing the extraction of polyphenols. 5 The 
extraction technique is a very important step in the isolation 
and recovery of the active ingredients of these existing 
metabolites in the plant material, as well as in their 
identification. 6Conventionally, the phenolic compounds were 
extracted by maceration or extraction at reflux with a hydro-
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alcoholic mixture. 7 Numerous studies have been devoted to 
the study of the effect of some experimental parameters on the 
quantitative variation of the phenolic compounds of plant 
extracts on the one hand, and on its antioxidant power on the 
other hand, such as the mode of extraction and type of solvent. 
The extraction of phenolic compounds from the different plant 
samples is strongly influenced on the one hand by the nature 
and the concentration of extraction and penetration solvents in 
the plant material, and on the other hand the capacity of the 
plant sample to solubilize in solvents. 8, 9 For this purpose, it is 
very difficult to select a suitable solvent for the extraction of 
polyphenols from all plant samples. 

Silybum marianum is an annual biennial plant belonging to the 
family of Asteraceae or composed, used for more than two 
thousand years in traditional European medicine. 10 Its 
geographical distribution is wide; it is found in a majority of 
European countries as well as North Africa, North and South 
America, South Russia and Asia Minor. In Algeria, according 
to Belouahem (2009), 11 the milk thistle is particularly 
widespread in the highlands, the steppe, the south of the 
Saharan Atlas, the sandy pastures and places a little wet. This 
plant is of medicinal and pharmaceutical interest thanks to its 
richness in bioactive substances; its properties are due to the 
presence of silymarine with a concentration of about 70 - 80%, 
responsible for most of the therapeutic effects of the plant. 12 
Milk thistle has a significant biological and medicinal value, 
but remains little studied in Algeria.  

 In this context, we were interested in evaluating the best 
solvent and extraction technique of phenolic compounds in 
Silybum marianum leaves, and evaluate the influence of these 
parameters on the antioxidant activity.   

Material and methods 

Plant material  

The leaves of Silybum marianum were harvested during the 
month of June in the TESSALA Mountain of the region of 
SIDI BEL ABBÉS- Algeria. Mr. MAHDADI Zouheir, 
Professor at the Department of the Environment, Djillali 
Liabès University, - SIDI BEL- ABBÈS (Algeria), provided 
us with a botanical identification of the species. The plant 
material was freshly collected, dried in the shade for 2 to 3 
weeks, then pulverized with the MF 10 BASIC IKAWERKE 
grinder to obtain a fine vegetable powder. 

Extraction methods 

Two methods of extracting polyphenols were used, namely 
maceration and decoction, using four extraction solvents 
(methanol / water (70/30), ethanol / water (70/30: v / v); 
acetone / water (70/30: v / v) and distilled water.   

The extraction by maceration is carried out according to the 
protocol described by Romani et al., 1995 and Mahmoudi et 
al., 201308, 13: 10 g of powder of the plant material is extracted 
in 100 ml of the solvent (renewal twice every 2.5 hours) at 
room temperature with magnetic stirring, and protected from 
light. 

The extraction by decoction: was carried out according to the 
protocol described by Chavane et al. (2001) 14: 1 g of plant 
material is contacted with 20 ml of different solvents. The 
preparation is refluxed and heated (100 ° C.) for 30 minutes, 
repeated twice the various extracts were combined, recovered 
and filtered with some filter paper. The maceras and decocts 
thus obtained are concentrated in a rotavapor at a temperature 
of 50 ° C and then stored at 4 °C. 

Calculation of extraction yields 

Yield percentage of the various extracts obtained was defined 
as being the ratio between the mass of the extract and that of 
the dry vegetable matter subjected to the extraction [15]. It is 
calculated by the following formula:  

Percent yield = [W1-W2 / W3] × 100 

W1: Weight of the flask after evaporation, W2: Weight of the 
empty balloon, W3: Weight of the starting dry vegetable 
matter. 

Quantitative analysis of phenolic compounds 

Determination of Total Polyphenol Contents  

The total polyphenol content of the various extracts was 
achieved by the use of the Folin-Ciocalteu reagent, according 
to the method described by Vermerris et al., (2006) 16: A 
volume of 100 μl at different concentrations of extracts was 
added to 2 ml of Na2CO3 (2%). After stirring and a rest of 5 
min, 100 μl of the Folin-Ciocalteu reagent were added to the 
reaction medium. The absorbance was measured at 750 nm 
after 30 min of incubation at room temperature in the dark. A 
calibration curve is established using gallic acid at various 
concentrations (0 to 400 μg / ml) as standard. Thus, the results 
were expressed in milligram gallic acid equivalent per gram of 
dry weight (mg GAE/ g DW). 

Determination of total flavonoids  

The determination of total flavonoids was carried out 
according to the method described by Dewanto et al., (2002). 
17 An aliquot of 250 μl of each diluted extract was added to 75 
μl of a NaNO2 solution (7%). After 6 minutes, 150 μl of an 
AlCl3 solution (10%) was added and after standing for 5 
minutes, 500 μl of NaOH were added to the mixture. The final 
volume of reaction medium is subsequently adjusted with 
distilled water at 2500 μl. The absorbance of the mixture was 
read at 510 nm. A calibration curve was performed with 
catechin at concentrations of 0 to 400 μg / ml. The flavonoid 
contents are expressed in milligram catechin equivalent per 
gram of dry weight (mg CE/g DW). 

Determination of Condensed Tannins 

The condensed tannins were determined by the colorimetric 
method of Folin - Denis, described by Joslyn, 1970. 18 One 
milliliters of the extract was mixed with 75 ml of distilled 
water, 5 ml of Folin - Denis reagent and 10 ml of the saturated 
solution of CO3Na2. The mixture was stirred by a vortex and 
was incubated at room temperature for 30 minutes. The 
absorbance of the mixture was read at 760 nm.  Condensed 
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tannins contents were expressed in milligram (mg) equivalent 
of tannic acid (TA) per gram of dry weight (mg TAE / g DW). 
Determination of the antioxidant activity: 

Total antioxidant capacity (TAC) 

It is evaluated by a spectroscopic method leading to the 
formation of a phosphomolybdenum complex. 19 A volume of 
1 ml of reagent solution (sulfuric acid (0.6 N), sodium 
phosphate (28 mM) and ammonium molybdate (4 mM)) was 
combined with 0.1 ml of each diluted extract. After 90 
minutes of incubation at 95°C and a rest of 6 minutes at room 
temperature, the absorbance was measured at 695 nm against a 
white containing methanol instead of the extract. The total 
antioxidant activity was expressed in mg of ascorbic acid 
equivalent per gram of dry weight (mg EAG / g DW).  

DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging 
assay for antioxidant activity 

The experimental protocol followed is that according to 
Sanchez-Moreno et al (1998) in 20. An aliquot of 50 μl of 
different concentrations prepared in methanol of each extract 
were added to 1950 μl of the methanol solution of DPPH 
freshly prepared. A negative control is also prepared, in 
parallel. Absorbance was read at 515 nm after 30 min 
incubation. Ascorbic acid was used as a positive control. The 
results were expressed as inhibition percentage, calculated 
according to the equation below:            

IP % = ((A blank−A sample)/A blank] × 100. 

A blank: Absorbance of the control reaction  
A sample: Absorbance in the presence of plant extract.  

The study of the variation of the percentage of inhibition as a 
function of the concentration of the extracts allows the 
determination of the concentrations corresponding to 50% 
inhibition (IC 50). 

Statistical Analyses 

The results of the analyzes carried out in triplicate were 

expressed in mean ± standard deviation. The ANOVA 

statistical analyzes were carried out by Excel 2003 and was 

applied to determine the significant difference at p <0.05. 

Results 

Extraction yield 

The best averages of extraction yields by different solvents 
were for the aqueous extracts (24.68%) followed by the 
aqueous -methanol extract (23.24%) which were close for the 
– aqueous-acetonic and the aqueous -ethanolic extracts (17.31 
and 16.02% respectively). In the case of maceration, water is 
the best extraction solvent with values of about 24.71%, 
followed by methanol 22.03%, ethanol (19.92%) and finally 
the acetone 15.43%. With regard to the decoction, the results 
show that water and methanol gave better extraction yields 
with very close values:  24.65% and 24.45% respectively.  
However, ethanol, showed the lowest yield (12.13%) (Figure 
1). The averages of extraction yields, of the two methods used 

are very close and they are practically similar for maceration 
and decoction (20.52% and 20.10% on average respectively). 

 

Figure 1: Extraction yields of Silybum marianum leaves by 

maceration and decoction 

W: Water (100%), W-M: Water-Methanol (30-70; v-v), W-E: 
Water-Ethanol (30-70; v-v), W-A: Water-Acetone (30-70; v-
v), L: Leaves, M: Maceration, D: Decoction. 

Quantitative phytochemical analysis 

Total polyphenol assays 

the results of the determination of total polyphenols reveal that 
the highest levels of polyphenols were recorded in the extracts 
by maceration method: in which, the aqueous-methanol and 
aqueous acetonic extracts have amounts of 18.75 ± 0.55 and 
16.97 ± 5.46 mg GAE / g DW respectively. Significant levels 
were also observed in the decoction extracts in which the 
aqueous- ethanol and aqueous -methanol extracts have the 
amounts of 16.12 ± 2.50 and 15.31 ± 0.78 mg EAG / g MS 
respectively. However, the aqueous extract by maceration had 
the lowest phenolic compounds content with a rate of 07.52 ± 
0.24 mg GAE / g DW. Among the four solvent systems used, 
the methanol extracts offered the highest content of 
polyphenols. (Table 1). 

Statistical analysis showed that there is no significant  

difference in phenolic content (P> 0.05) for the leaves extracts 
obtained by maceration and decoction. 
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Table 1: The contents of total polyphenols, flavonoids and condensed tannins in the leaves of Silybum marianum 

extracted by maceration and decoction. 

Flavonoids content 

The highest content of flavonoids was recorded for aqueous 
ethanol and aqueous acetonic, extract by decoction, with 
similar values of the order of 5.08 ± 0.57 and 05.06 ± 0.44mg 
CE mg / g DW respectively. The aqueous acetonic extract by 
maceration presented the lowest content (0.95 ± 0.06 EC / g 
MS mg / g). With regard to the extraction solvent, ethanol is 
the best flavonoid extractor. The results shown in table 1 
indicate that the extracts of the leaves by maceration had 
significantly different flavonoid contents (P <0.05), closely 
related to the nature of the solvent and the extraction method 
used. While the results were insignificant (P> 0.05) for the 
extracts obtained by decoction.  

Content of condensed tannins 

The results illustrated in the table below, show that the 
decoction is more effective for extraction of condensed 
tannins than maceration. We noticed that the water had the 
highest contents of condensed tannin, whatever the extraction 
mode used, with a value of the order of 03.86 ± 0.22 TAE / g 
DW by decoction and 02.30 ± 0.22 mg TAE / g DW by 
maceration. The lowest tannin content was that of ethanol by 
maceration (00.54 ± 0.06 mg TAE / g DW (Table 1). 
Statistical analysis had shown that there was a significant 
effect of the polarity of the extraction solvent (P <0.05) on 
condensed tannin concentration of leaves extracts by 
maceration and by decoction. 

Determination of antioxidant activity 

Total antioxidant capacity  

The results of this activity (Figure 2) indicate that aqueous -
methanol and aqueous ethanol extracts leaves by maceration 
have the best antioxidant capacity compared to other extracts 
and had almost the same value (73.84 ± 5.90 EAG / g DW and 
73.64 ± 5.93 mg EAG / g DW respectively). The other 
extracts showed considerable activities, except for the aqueous 
acetonic and aqueous extracts by decoction, which were less 
active with a very low total antioxidant capacity (Fe Aq D: 
0.69 ± 0.041; Fe Ac D: 0.75 ± 0.04 mg EAG / g MS). The 
statistical study revealed that the total antioxidant capacity of 
leaves extracts by decoction were significantly (P <0.05)  
influenced by the type of solvent used, whereas the effect of 
the solvent was not significant for the maceration extracts. 

 

Figure 2: Comparison of the total antioxidant capacity of 

the extracts of Silybum marianum leaves. 

DPPH radical scavenging activity 

Leaves extracts by decoction of Silybum marianum showed 
significant DPPH inhibition percentage values: the leaves 
aqueous extract obtained by decoction had the highest value 
(Fe Ac D: 71.57%), followed by aqueous ethanol extract with 
a DPPH inhibition percentage equal to 68.88% at the 
concentration of 200 μg / ml. In contrast, the aqueous acetonic 
extract by decoction had a very low antioxidant activity 
showed by a percentage inhibition of 43.65% at the same 
concentration. The DPPH inhibition rates recorded for the 
standard substance (ascorbic acid) were higher than those of 
the various extracts of the leaves with a value of 92.06%. 
From the figure 3, it is noted that the percentages of free 
radical inhibition increase significantly (p≤0.05) with the 
increase of the concentration of extracts by maceration and by 
decoction. 
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By  maceration By maceration By Decoction By  decoction By maceration By decoction 

 
Leaves: 

(L) 
 

Water 07.52 ± 0.24 04.23 ± 0.37 02.63± 0.39 10.93± 2.78 02.30 ± 0.22 03.86± 0.22 

Water-Methanol 18.75± 0.55 02.70 ± 0.32 04.09 ± 0.60 15.31 ± 0.78 00.75 ± 0.05 00.73 ± 0.18 

Water-Acetone 16.97 ± 5.46 0.95 ± 0.06 05.06 ± 0.44 12.18 ± 3.89 01.66 ± 0.23 01.15 ± 0.20 

Water-Ethanol 11.95 ± 1.76 03.04 ± 0.45 05.08 ± 0.57 16.12 ± 2.50 00.54 ± 0.06 01.04 ± 0.26 
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Figure 3: Percentage inhibition of DPPH radical by 

ascorbic acid and extracts of Silybum marianum leaves 

obtained by maceration and decoction (each value 

represents the average of three trials). 

In order to compare the antioxidant efficiency of the extracts, 
the IC50 of the different extracts were compared. Indeed a low 
value of IC50 indicates an important antiradical activity. The 
results shown in figure 4 were classified into two groups:  

The first group: extracts with IC50 values between 48.64 to 
72.65 μg / ml, have significant antioxidant activities, this is the 
case of: L W D (48.64 μg / ml) > L W- E M (65.15 μg / ml) > 
L W- A M (72.65 μg / ml) extracts. The second group of 
extracts showed a very low ability to scavenge the DPPH 
radical, with IC50 values higher than 133.75 μg / ml. This is 
the case for all extracts, except the aqueous extract by 
decoction, the aqueous ethanol and aqueous acetonic extracts 
by maceration. All extracts tested were less active compared 
to the IC50 of ascorbic acid (2.17 μg / ml). The results 
revealed that the antiradical activity of leaves extracts 
obtained by maceration and decoction was significantly 
influenced by the nature of the extraction solvent. 

 

Figure 4: Minimum inhibitory concentrations 50 (IC50) of 

the extracts tested and the standard (ascorbic acid) by the 

free radical scavenging method (DPPH °). 

DISCUSSION 

In recent years, interest in natural antioxidants, in relation to 
their therapeutic properties, has increased considerably. 

Scientific researches in various specialties has been developed 
for the extraction, identification and quantification of these 
compounds from several natural substances namely; medicinal 
plants and agri-food products .21The results showed that the 
extraction yield differs according to the method and the 
extraction solvent. The average extraction yields of the two 
methods used were very similar and close for maceration and 
decoction. Maceration extraction is one of the simplest and 
most widely used extraction method for determining the 
content of medicinal plants as secondary metabolites, 22 and 
preserves metabolites and their structure, in contrary the 
extraction by the decoction where the heat is likely to degrade 
certain thermosensitive chemical compounds. 28However, this 
does not mean that the decoction does not remain effective for 
the extraction of phenolic compounds, because it is an 
operation, which can be reserved for the extraction of non-
thermolabile active principles. It is very fast, requiring only 
contact times of ten minutes. 32 In our case, the best averages 
of extraction yields by different solvents were for aqueous 
extracts. This can be explained by the fact that water is a 
highly polar solvent known to extract a wide range of 
molecules of which a significant amount of non-phenolic 
compounds such as carbohydrates and proteins which are one 
of the main causes of the increase in yield corresponding to 
the extraction method with hot water or by decoction.  23 .The 
results of the total polyphenol assay showed that the highest 
levels were recorded in the maceration extracts. The decoction 
seems to be the best method of extracting flavonoids and 
tannins. Our results are in agreement with the work of 
Mahmoudi and his collaborators (2013) ,8  who found that 
maceration seems to be the best method of extraction of total 
polyphenols .Also, Bourgou et al., (2016) 24 revealed that the 
decoction of the aerial part of Euphorbia helioscopia showed 
high levels of flavonoids. Among the four solvent systems 
used, methanol offered the highest content of polyphenols 
(18.75 ± 0.55 mg GAE/ g DW). Our results are in agreement 
with (Gamil E et al., 2013 and Salem et al., 2016) that showed 
that the maximum amount of total phenolic compounds was 
obtained from artichoke leaves using methanol as the solvent 
for extraction .25, 2 6 However, the contents of phenolic 
compounds were much higher than ours. This may be due to 
the variation in the metabolite content of each species as well 
as the geographical origin, the conditions and the duration of 
the drying during the harvest period. 27, 23 Regarding the 
extraction solvent, whatever the mode of extraction, ethanol is 
the best flavonoid extractor. For Silybum marianum leaves, the 
flavonoid content in the hydro-ethanol extract by maceration 
is lower than that of the same species previously studied by 
Sun et al (2016) ,28in the range of 03.04 ± 0.45mg ECE / g 
DW.  Flavonoids have a wide distribution in the plant world, 
they are present in all parts of higher plants 29 and the great 
distinction between the parties appears in the level of wealth 
of some and the poverty of others. 08 Several previous studies 
have shown that the extraction yield increases significantly 
with the use of aqueous ethanol or aqueous methanol 
compared to pure organic solvent extractions. 30 More 
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specifically, the addition of water to the polar solvents 
improves the extraction of phenolic compounds, in particular 
with ethanol, methanol or acetone. 31 The aqueous extract of 
leaves by decoction and maceration, had the highest contents 
of condensed tannins (03.86 ± 0.22, 02.30 ± 0.22 mg TAE / g 
DW) respectively followed by the aqueous acetonic extract 
(01.66 ± 0.23 mg TAE / g DW). This result is in agreement 
with numerous results of researchers who indicated that the 
aqueous extract had the highest contents of condensed tannins 
followed by the aqueous acetonic extract. The disadvantage is 
that water extracts undesirable substances such as proteins and 
non-phenolic pigments that cause interference when tannin is 
being measured. 14 The antioxidant power of our extracts was 
evaluated through two methods (TAC and DPPH radical 
scavenging). A comparison of the antioxidant activities of the 
extracts obtained by the two techniques described above was 
carried out. The extraction by maceration gave extracts, which 
have a good antioxidant capacity compared to the decoctions. 
This may be due mainly to the richness of its extracts in 
biomolecules particularly: polyphenols, flavonoids and tannins 
endowed with important antioxidant activities and depending 
on the chemical structures of the bioactive molecules. The 
results of this activity indicate that the two extracts: aqueous- 
ethanol extract and aqueous- methanol extract of the leaves by 
maceration had the best antioxidant capacity compared to 
other extracts and had almost the same value (73.84 ± 5.90 
and 73.64 ± 5.93 mg GAE / g DW respectively). This result 
can be explained by the fact that leaves extracts by polar 
organic solvents such as ethanol (polarity of 5.2) and methanol 
(polarity of 6.6) contain molecules such as polyphenols 
endowed with important antioxidant activities in comparison 
with less polar solvents. In addition, the nature of the solvents 
used, affects significantly the total antioxidant activity of the 
extracts. For the DPPH free radical scavenging test, the work 
done by Salem et al. (2016) stated that the percentage of free 
radical inhibition (DPPH) increases with increasing 
concentration. 26 This work shows that aqueous methanol 
extracts and aqueous acetonic extracts of Silybum marianum 

leaves from Tunisia have a great ability to reduce free radicals 
and can be used as remarkable antioxidants. Nisar et al 
(2013b) 32  report that the percentage of inhibition (PI%) of the 
stable radical (DPPH °) recorded by the aqueous ethanol 
extracts for the leaves of Silybum marianum was 52% and the 
work of Jing Sun, (2016) and his collaborator,28  showed that 
the  aqueous ethanol extracts of the leaves recorded an 
inhibition rate of DPPH of 56.82%. These results were a little 
lower compared to our extracts with a value of about 68.88%. 
29 We have noticed that the aqueous leaves extract by 
decoction had the most important antioxidant power compared 
to the other extracts. This can probably be related to the 
quantity and quality of the polyphenols, flavonoids and 
condensed tannins. The availability of these can act as radical 
scavengers. 34 The aqueous ethanol and aqueous acetonic 
extracts by maceration showed an important antioxidant 
potential. These results are in agreement with previous work 
that concluded that extracts obtained using polar solvents have 

a more efficient activity than less polar solvents. 32 In the same 
optics, Bourgou et al. (2016) and Bettaieb et al. (2016) studied 
the influence of different solvents on the antiradical activity 
where ethanol was the most active, because of the good 
polarity and solubility of the antioxidants in this solvent. 3, 

24These authors proved that the addition of water at low ratio 
to organic solvents improves the extraction of powerful 
antioxidants.  

Conclusion 

From our results, we find that the leaves of Silybum marianum 
contain variable contents in phenolic compounds and 
consequently have different antioxidant activities. The average 
extraction yields of the two methods used are very similar. 
The results showed also, that the aqueous extracts represent 
the highest yield, and that the total polyphenol contents were 
important in methanol extract, obtained by maceration. 
Ethanol is the best extractor of flavonoids by decoction while 
the aqueous extracts (by decoction and maceration) had the 
highest contents of condensed tannins. On the other hand, the 
aqueous methanol and aqueous ethanol extracts of leaves 
obtained by maceration have a good antioxidant capacity 
compared to the decoction. Concerning the DPPH technique, 
the aqueous extract obtained by decoction was the most active 
in scavenging the free radical. The extraction by decoction 
seems to be a better method than maceration. Therefore, 
differences in the antioxidant activities of the extracts may 
reflect differences in their composition of phenolic 
compounds. In addition, the extraction of these compounds 
and the estimation of the antioxidant activity of the crude 
extracts obtained from Silybum marianum leaves is strongly 
influenced by the nature of the solvent and the extraction 
method used. Our results are very promising and encouraging 
reflecting the richness of the leaves in phenolic compounds, 
which can play a powerful antioxidant role, considering the 
nutritional and therapeutic virtues of these compounds. For a 
better valorization of Silybum marianum leaves, and in order 
to reduce certain diseases related to oxidative stress, further 
works are needed to isolate and determine the active 
compounds responsible for this antioxidant activity. 

References 

[1]   Ramawat, K.G., Mérillon, J.M. (2008). Bioactive 
Molecules and Medicinal Plants .Edition: Springer   -Verlag 
Berlin Heidelberg .p 5. 
[2]  Karmakar, I., Dolai, N., Saha, P., Sarkar, N., Bala, A., 
Kanti, P. Scavenging activity of Curcuma caesiarhizome 
against reactive oxygen and nitrogen species (2011). Orient 
Pharmacology Experimental medicine,                                  
11:221-228. 
 [3]   Bettaieb Rebey, J. Sriti, B., Besbess, K., Mkaddmini 
Hammi, I. Hamrouni, S., Marzouk B., R. Ksouri, R.          
Effet de la provenance et du solvant d’extraction sur la teneur 
en composés phénoliques et les potentialités antioxydantes des 
graines de fenouil (Foeniculum vulgarae Mill.) (2016). 
Journal of new sciences, Agriculture and Biotechnology, 



Abbassia Benchaachoua et al / Effects of Different Extraction Methods and Solvents on the Phenolic Composition and 

Antioxidant Activity of Silybum Marianum Leaves Extracts 

3647                                     International Journal of Medical Science and Clinical Invention, vol. 5, Issue 03, March, 2018 

27(4): 1478-1487. 
[4]   Macheix, J.J.  Les composes phénoliques des végétaux : 
quelles perspectives à la fin du XXème siècle ? Acta Botanica 
Gallica(1996) 143 (6) : 473-479. Publisher online 27 APR 
2013. 
[5] Michel, T. (2011). Nouvelles méthodologies d’extraction, 
de fractionnement et d’identification : Application aux 
molécules bioactives de l’argousier (Hippophaë rhamnoides), 
Thèse, école doctorale sciences et technologies, Université 
d’Orléans. p 28. 
[6]  Quy Diem Do, Q.,  Angkawijaya, A. E.,  Tran-Nguyen,P. 
L., Lien HuongHuynh, F., Edi S., Suryadi I.,  HsuJu,. Y. 
Effect of extraction solvent on total phenol content, total 
flavonoid content, and antioxidant activity of Limnophila 

aromatic, journal of food and drug analysis ,22 (2014) :296 -
302. 
[7]   Azmir, I.S.M., Zaidul, M.M., Rahman, K.M. Sharif, A., 
Mohamed, F., Sahena, M.H.A. Jahurul Norulaini , N.A.N. ,  
Ghafoor, K. ,  Omar, A.K.M.  Techniques for extraction of 
bioactive compounds from plant materials: A review, Journal 
of Food Engineering , Volume 117, (2013) 426-436. 
[8] Mahmoudi, S., Khali M., Mahmoudi, N. Eude de 
l’extraction des composés phénoliques de différentes parties 
de la fleur d’artichaut (Cynara scolymus L.) Revue « Nature & 
Technologie ». B- Sciences Agronomiques et Biologiques, 09 
(2013) 35 - 40. 
[9] Sulaiman, S.F., A.A.B. Sajak, K.L. Ooi and E.M. Seow. 
Effect of solvents in extracting polyphenols and antioxidants 
of selected raw vegetables. J. Food Compos. Anal. (2011), 
24(4) : 506-515. 
[10] Morazzoni, P., Bombardelli, E. Silybum marianum 
(Carduus marianus). Fitoterapia(1995), 66 (1) 3-49. 
[11] Belouahem, A. D. Biodiversité Floristique et 
Vulnérabilité des Aulnaies Glutineuses de la Numidie 
Algérienne (N.E Algérien). European Journal of Scientific 
Research (2009). 32 (3) p 345. 
[12] Svobodova, A., Walterova, D., Psotova, J. Influence of 
silymarin and its flavonolignans onH2O2-induced oxidative 
stress in human keratinocytes and mouse fibroblasts, (2006) 
Burns 32, 973–979 . 
[13] Romani, P. Pinelli, C. Cantini, Cimato, A., Heimler, D. 
Characterization of Violetto di Toscana, a typical Italian 
variety of artichoke (Cynara scolymus L.). J. Food Chem. Vol. 
95. (2006) 221-225. 
[14] Chavan, U.D., F. Shahidi, Naczk, M. Extraction of 
condensed tannins from beach pea (Lathyrus maritimus L.) as 
affected by different solvents. J. Food Chem. Vol. 75. (2001) 
509-512. 
[15] Harborne, J.B. Plant Phenolic: Encyclopedia of Plant 
Physiology. New series. Vol. (8): (1980) 329-402. 
[16] Vermerris W, Nicholson R, 2006. Phenolic Compound 
Biochemistry .Edition Dordrecht: Springer, 2006.p152. 
[17] Dewanto, V., Wu, X., Adom, KK. Liu, RH. Thermal 
processing enhances the nutritional value of tomatoes by 
increasing total antioxidant activity. Journal of Agriculture 
and Food Chemistry (2002), 50(10): 3010-3014. 

[18] Joslyn, M. A. Ash Content and Ashing Procedures. 
Methods in Food Analysis. Physical, Chemical and 
Instrumental Methods of Analysis. Second Edition, Academic 
Press, New York: (1970) 109-140. 
[19] Pilar, P., Manuel, P., Miguel, A. Spectrophotometric 
Quantitation of Antioxidant Capacity through the Formation 
of a Phosphomolybdenum Complex: Specific Application to 
the Determination of Vitamin E. Analytical Biochemistry 
(1999), 269: 337–341. 
[20] Hüseyin, G., Umut, T., LaMoreaux, J. W. , Alemania : 
Survival and Sustainability: Environmental concerns in the 
21st Century (Environmental Earth Sciences) .Springer Berlin 
Heidelberg (2011) p 538. 
[21] Popovici, C. , Ilonka, S., Bartek, T. Evaluation de 
l’activité antioxydant des composés phénoliques par la 
réactivité avec le radical libre DPPH Cristina. Revue de génie 
industriel (2009), 4, 25-39. 
[22] Chaouch, T. M. Contribution à l’étude des activités anti 
oxydantes et antimicrobiennes des extraits de quelques plantes 
médicinales. Doctorat en Biologie. Université Abou Bekr 
Belkaid Tlemcen (UABT), (2014) p 35. 
[23] Clémentine Bonnaillie, C. , Salacs, M., Elena Vassiliova, 
E., Ilonka Saykova,I. Étude de l’extraction de composés 
phénoliques à partir de pellicules d’arachide (Arachis 
hypogaea L.). Revue de génie industriel(2012), 7, 35-45. 
[24] Bourgou, S., Serairi beji, R., Medini, F., Ksouri, R. Effet 
du solvant et de la méthode d’extraction sur la teneur en 
composés phénoliques et les potentialités antioxydantes 
d’Euphorbia helioscopia,   Journal of new sciences, 
Agriculture and Biotechnology (2016) , 28(12), 1649-1655. 
[25] Gamil, E. I., Mohamed A. E.,   Eldahshan, O. A., 
Souleman, A.M. A.  .European Scientific Journal February 
(2013) vol.9: 1857 – 7881. 
[26] Salem, N., Dhifi, W. , Anas Graya, A. , Mnafeg,F,  
Gharbi,S., Khammassi,S., , arzouk , B., Férid Limam1,F., Ben 
Chaouacha , R.C., Antioxydant activity of Silybum marianum 
and Ajuga iva natural dyes. International Journal of Control, 
Energy and Electrical Engineering (2016) 1-6. 
[27] Mohammedi, Z. , ATIK, F. Impact of solvent extraction 
type on total polyphenols content and biological activity from 
tamarix aphylla (l.) karst. International Journal of Pharma and 
Bio Sciences (2013), 2:609-615. 
[28] Sun, J., Xinhua, L., Xiaolei, Y. Antioxidant Activities, 
Total Flavonoids and Phenolics Content in Different Parts of 
Silybum Marianum L. Plants, Chemical Engineering, 
Transactions (2016)  , (55) 37-42. 
[29] Verhoeyen, M.E., Bovy, A., Collins, G., Muir, 
S., Robinson, S., de Vos, C.H., Colliver S. Increasing 
antioxidant levels in tomatoes through modification of the 
flavonoid biosynthetic pathway. Journal of Experimental 
Botany (2002), (53), No. 377:209-210 
[30] Mussatto, S.I., Ballesteros, L.F., Martins, S., Teixeira, 
J.A. Extraction of antioxidant phenolic compounds from spent 
coffee grounds. Separation and Purification Technology, 
(2011), 83(15): 173-179. 
[31] Trabelsi, N., Megdiche, W., Ksouri, R., Falleh, H., 



Abbassia Benchaachoua et al / Effects of Different Extraction Methods and Solvents on the Phenolic Composition and 

Antioxidant Activity of Silybum Marianum Leaves Extracts 

3648                                     International Journal of Medical Science and Clinical Invention, vol. 5, Issue 03, March, 2018 

Oueslati, S., Bourgou, S., Hajlaoui, H., Abdelly, C. Solvent 
effects on phenolic contents and biological activities of the 
halophyte Limoniastrum monopetalum leaves. Food Science 
and Technology (2010),   43(4) : 632-639. 
[32] Leybros, J. and P. Frémeaux (1990). "Extraction solide-
liquide aspects théoriques." techniques de l'ingénieur,     traité 
Génie des procédés J1 077 06. 
[33] Nisar, A ., Fazal H., Abbasi B.H., Anwar S., Basir A., 
2013b, DPPH free radical scavenging activity and phenotypic 
difference in hepatoprotective plant (Silybum marianum L.), 
Toxicology & Industrial Health, 29, 460-7. 
[34] Proestos, C. and Komaitis, M. 2013. Application of 
microwave-assisted extraction to the fast extraction of plant 
phenolic compounds. Metabolomics 9: 1109- 1128. 


