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INTRODUCTION

Le probléme de santé mondial de la résistance aux antibiotiques des micro-organismes
pathogénes devient de plus en plus important. Par conséquent, il est devenu nécessaire de

développer des moyens d'inhiber la croissance des bactéries. [1]

Les plantes médicinales sont une source majeure de produits utilisés en médecine
alternative. L'utilisation des plantes comme médicament est reconnue pour sa simplicité, son
efficacité et ses bienfaits incontestables. Ainsi, on peut prendre soin de soi avec les plantes et
bénéficier de leurs propriétés préventives et curatives. Selon 1'Organisation mondiale de la

santé¢ (OMS), environ 65% des personnes utilisent la médecine traditionnelle [2]

En outre le fait que les plantes médicinales sont riches en principes actifs, elles sont
¢galement riches en composés phénoliques tres utilisés en médecine comme agents
protecteurs, antiinflammatoires, antibiotiques, antiseptiques et diurétiques, mais surtout

comme antioxydants pour lutter contre le stress oxydatif [2]

Les métabolites secondaires des plantes sont reconnus comme de puissants piégeurs
de radicaux libres et comme offrant divers avantages dans diverses voies biologiques. Ils sont
présents dans presque toutes les parties de la plante, y compris les racines, les fruits, les
graines, les feuilles et I’écorce [3]. Les terpénoides, les produits chimiques phénoliques et les
composés contenant du soufre ou de I'azote sont les trois principales classes dans lesquelles
ils peuvent étre divisés. Ces métabolites secondaires améliorent considérablement la capacité
de la plante a se défendre contre les infections, les herbivores et d'autres menaces

environnementales |3[[4]

L’ Algérie possede une flore extrémement riche et vari¢e représentée par des plantes
aromatiques et médicinales dont la plupart existe a 1'état spontané. La valorisation de ces

plantes demeure un domaine de grande importance pour le pays [5]

Cependant, de nombreuses especes aromatiques et médicinales comme celles

appartenant a la famille des Astéracées nous voulions étudier les propriétés biologiques d’une
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plante médicinale caractéristique notre choix s’est porté sur la plante : chardon marie

(Silybum marianum).

Cette étude visait a étudier la composition phytochimique, l'activité antioxydante et les
propriétés antibactériennes de la partie aérienne du chardon-marie, car les recherches se sont
principalement concentrées sur les graines du chardon-marie, bien que les extraits d'autres

parties de la plante démontrent également une activité antioxydante significative [6]

Pour cela, nous avons organisé notre travail en deux parties :

e La partie | : comprend une partie bibliographique sur chardon marie ; sa
taxonomie, ces caractéristiques botaniques, leur composition chimique et leurs
activités biologiques.

e La partie II : représente la méthodologie de notre travail ainsi la présentation

des résultats obtenus, la discussion et enfin une conclusion.
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I. Famille des Astéracées :
I.1. Présentation de la famille des Astéracées :

La famille des Astéracées, I'une des plus diversifiées parmi les plantes a fleurs, englobe
environ 1 600 genres et plus de 23 000 especes. Plusieurs espéces appartenant a cette famille,
telles que la camomille (Matricaria recutita L.), I'achillée millefeuille (Achillea millefolium
L.) et 'absinthe (Artemisia absinthium L.), se distinguent par leurs propriétés aromatiques

marquées et leurs usages traditionnels en phytothérapie [1] [2].

Fig. 1 : Douze inflorescences de la famille des Astéracées
3]

La famille des Astéracées présente une diversité de formes biologiques, comprenant
majoritairement des especes herbacées, a l'instar d’Arnica montana. Toutefois, elle inclut
¢galement des représentants ligneux tels que des arbustes, illustrés par Launaea arborescens,
des lianes, comme le Sénecon grimpant, et plus rarement, des especes arborescentes, a
I'exemple du Sénecon en arbre [4].

I.1.1. Appareil végétatif :
+ Racine :

Les Astéracées présentent une diversité de formes biologiques, avec une
prédominance d’especes herbacées vivaces, dont la pérennité est assurée par des organes
souterrains tubérisés (rhizomes, souches lignifiées ou racines accumulatrices). Cependant,
certains taxons adoptent un cycle annuel (ex. : Silybum marianum (Chardon-marie) ou
Lactuca serriola (Laitue sauvage)) ou bisannuel (ex. : Senecio aquaticus (Sénegon
aquatique)). Chez les especes annuelles ou bisannuelles, le systéme racinaire est
généralement pivotant, optimisant I’ancrage et I’acces rapide aux ressources hydrominérales
durant leur cycle court [5] [6].

« Tige : Chez les Astéracées, il existe deux grandes catégories [7]
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e Les tiges herbacées :
Caractérisées par une texture non lignifiée et une couleur généralement verte, se
desséchant et disparaissant en conditions hivernales défavorables (gel, sécheresse).
e Les tiges ligneuses :

Renforcées par une accumulation de lignine (polymere structural du bois),
conférant rigidité et pérennité et elles sont généralement de couleur marron. Les Astéracées
présentent majoritairement un port €rigé avec des tiges aériennes dressées (ex. : Helianthus
annuus), certaines plantes a rhizome comme le Topinambour, Helianthus tuberosus. Par
ailleurs, certaines especes sont qualifiées d’acaules, ¢’est-a-dire dépourvues de tige apparente.
Chez ces plantes, comme la Paquerette (Bellis perennis, Fig 2) ou le Pissenlit (Taraxacum
officinale), I’axe caulinaire est extrémement réduit, formant un plateau basal surmonté d’une
rosette foliaire. Dans ce cas, les inflorescences sont portées par une hampe florale érigée,
structure distincte dépourvue de feuilles et issue directement de la souche [7].

R e )

i LT
) B T

Fig. 2: Morphologie de la tige des Astéracées
8]

+ Feuille :

Les feuilles sont généralement disposées de maniére alterne. Cependant, elles
peuvent également se présenter selon un arrangement opposé ou, dans certains cas, étre
regroupées en une rosette principale [9].

e [L’appareil reproducteur :
L’appareil reproducteur des angiospermes se compose d’une ou plusieurs fleurs, dont la

fonction principale est la production de graines, assurant ainsi la dissémination de I’espece.
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Chez ces plantes, sa différenciation intervient généralement en phase terminale du cycle

de développement [10].

% Le fruit :

La majorité des fleurs chez les Angiospermes (environ 70 %) présentent une structure
hermaphrodite, combinant a la fois les organes reproducteurs males et femelles. Les organes
males, ou étamines, sont composés d'antheres (productrices de pollen) soutenues par des
filets, tandis que les organes femelles consistent en un ovaire renfermant les ovules,
surmonté d'un ou plusieurs styles terminés par des stigmates.

Au sein de la famille des Astéracées, la monoécie prédomine : les individus portent
généralement des fleurs males et femelles sur le méme pied. Toutefois, certaines especes,
comme Antennaria dioica (Fig 3), font exception en étant dioiques, avec des fleurs males et
femelles réparties sur des pieds distincts. Enfin, certaines fleurs des Astéracées sont

unisexuées, c'est-a-dire strictement males ou femelles [5].

Fig. 3: Fleurs femelles et fleurs males D’Antennaria dioica [11]. [12].

< Fruit et graine :

Le fruit est un akéne, issu d’un ovaire infére. L’akéne se définit comme un fruit sec
indéhiscent a maturité, dérivant d’un carpelle unique et libre [13]. A maturité, la graine est
libérée par désintégration de la paroi de I’akéne. Celui-ci peut étre surmonté, selon les
especes, d’un pappus — structure composée d’écailles ou d’une aigrette favorisant la

dissémination par le vent (anémochorie).
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Fig. 4: Type de fruits de la Famille des Astéracées
[14].

La graine des Astéracées est généralement exalbuminée, c’est-a-dire dépourvue
d’albumen (tissu nutritif entourant I’embryon). Par ailleurs, certaines espéces, comme
Taraxacum officinale (Pissenlit), présentent une particularité reproductive : elles produisent
des graines sans fécondation (par apomixie), un phénomene fréquent dans cette famille [5]

[15].

I.1.2 Répartition géographique des Astéracées :

Les plantes appartenant a la famille des Astéraceae présentent une distribution
géographique extrémement étendue, couvrant pratiquement toute la surface du globe (Fig 1).
Cette famille est considérée comme cosmopolite, avec une diversification particuliérement
marquée dans les régions arides ou semi-arides. Parmi les zones géographiques ou cette
diversification est la plus notable, on peut citer le bassin méditerranéen, le sud de 1’ Afrique, le
Mexique, 1I’Amérique du Sud ainsi que le sud-ouest des Etats-Unis.

En ce qui concerne la France, les principaux genres représentés au sein de cette famille
incluent :

v Les Eperviéres (Hieracium), avec plus de 40 espéces recensées.
v/ Les Centaurées (Centaurea), comprenant 36 especes.

v Les Sénecons (Senecio), avec 28 especes identifiées.



CHAFITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Fig. 5: Répartition de la famille des Astéracées dans le monde
[11].
D’autres genres de la famille des Astéracées occupent également une place
significative dans la flore francaise. Parmi ceux-ci, Artemisia, Achillea, Aster, Taraxacum,
Carduus, Erigeron, Lactuca, Arctium et Bellis [5].

I.1.3. Classification des Astéracées :

Selon la classification APG IV (Angiosperms Phylogeny Group), établie en 2016,
les Astéracées, en tant que plantes a ovules, appartiennent au clade des Spermatophytes.
Les Astéracées font partie des Dicotylédones, ce qui confirme leur appartenance a un groupe
de plantes présentant une structure embryonnaire et une organisation morphologique
spécifiques [16]. Cette classification souligne 1I’importance des critéres phylogénétiques
modernes dans la compréhension de I’évolution et de la diversité des plantes a fleurs.

La famille des Astéracées est classée de la fagon suivante :
— Plantae
— Embryophytes (Plantes terrestres)
— Trachéophytes (Plantes a vaisseaux)
— Embranchement des Spermatophytes (Plantes a graines)
— Sous-embranchement des Angiospermes (Plantes a fleurs)
— Clade des Dicotylédones vraies
— Clade des Dicotylédones vraies évoluées
— Clade des Astéridées
— Clade des Campanulidées
— Ordre des Astérales

— Famille des Astéracées



CHAPTTRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.4. L'effet thérapeutique de la famille des Astéracées :

La famille des Astéraceae fournit des especes tres importantes d'un point de vue
thérapeutique, ce qui n'est pas surprenant étant donné le nombre de genres qu'elle contient. De
nombreuses especes sont utilisées en médecine traditionnelle et sont associées a un panel.
D’activités thérapeutiques aussi large que la diversité de cette famille.

Les propriétés biologiques attribuées aux Asteraceae sont tres nombreuses, notamment des
propriétés antitumorale, cytotoxique, Immunosuppressive, antioxydante,
antiacétylcholinesterase, antimicrobienne, antivirale, antifongique, leishmanicide,
trypanocide, antipaludique, hépatoprotective, cytotoxique, larvicide, antiulcéreuse.
Antiinflammatoire, antinociceptive, antitussive, expectorante, antidiabétique et hémolytique
[17] [18] [19].

Les especes appartenant a la famille des Astéracées sont reconnues pour leur potentiel
allergene significatif, induisant des dermatites de contact. Ces réactions cutanées peuvent
survenir a la suite d'un contact direct avec la plante, mais ¢galement par l'intermédiaire de la
dispersion de certaines de ses structures desséchées, telles que les poils sécréteurs, ou encore
par l'exposition au pollen. De plus, 1'utilisation de cosmétiques ou de produits formulés a
partir d'extraits de ces plantes représente une autre voie d'exposition susceptible de

déclencher ces manifestations allergiques [20].

I.1.5. L’intérét des Astéracées :

La famille des Astéracées occupe une place importante dans la pharmacopée
traditionnelle turque, avec de nombreuses especes employées pour leurs vertus
thérapeutiques. Par exemple, les infusions d ’Achillea aleppica et d’Achillea biebersteinii
¢taient traditionnellement prescrites pour soulager les douleurs abdominales. Les parties
aériennes de Chrysophthalmum montanum, préparées par décoction, servaient de traitement
topique pour les plaies et diverses 1ésions cutanées. Par ailleurs, I’administration orale de
racines de certaines especes était indiquée dans la prise en charge de I’hypertension artérielle,
tandis que les graines de Notobasis syriaca €taient utilisées pour leurs propriétés
hépatoprotectrices. Enfin, Matricaria aurea, sous forme de tisane prise deux fois
quotidiennement, constituait un remede traditionnel contre les affections respiratoires telles

que la bronchite, les pharyngites et la toux [21].
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Les recherches ont mis en évidence que ces plantes manifestent des activités
biologiques diversifiées, notamment : anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antioxydantes

et hépatoprotectrices [22].

1.2. Présentation du chardon marie :

Silybum marianum L. (Gaertn.), communément appelé chardon-Marie, représente une
espece notable au sein de la famille des Astéracées. Cette plante présente une distribution
géographique étendue, se rencontrant a I'état indigéne ou naturalisé dans diverses régions du
globe. Son remarquable potentiel d'adaptation écologique lui permet de prospérer sous des
conditions de croissance variées [23].

D'un point de vue agronomique, les cultivars de cette espece font 1'objet d'une culture
spécialisée, principalement en Europe de I'Est et en Asie, ou ils sont exploités pour leurs

vertus médicinales [24] [25].

Fig. 6: plante de chardon marie [26]

Le chardon-Marie, Silybum marianum, un membre éminent de la famille des
Astéracées, se distingue par sa richesse en flavonolignanes regroupées sous le terme de
silymarine. Ces composés bioactifs conférent a la plante un éventail de propriétés
pharmacologiques remarquables, incluant des actions anti-inflammatoires, antioxydantes,
immunomodulatrices et hépatoprotectrices [27].

A 1'état naturel, Silybum marianum L. (chardon-Marie) présente un caractére rudéral
marqué, colonisant préférentiellement :
*  Des milieux fertiles soumis a des perturbations fréquentes, notamment les
zones pastorales (paturages, bergeries) caractérisées par des sols riches en azote.
* Des habitats fortement anthropisés tels que les marges routiéres et autres

interfaces urbano-naturelles [28].
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Dans de nombreux agroécosystemes, Silybum marianum présente un caractére invasif et
une forte compétitivité vis-a-vis des cultures. De ce fait, I'espece est fréquemment catégorisée
comme une adventice nuisible [28] dans les terres arables, et ce, aussi bien dans les zones a

climat tempéré chaud (ou les températures minimales excédent rarement 0 °C) [29] [30] que

dans les régions plus froides [31].

I.2.1 Taxonomie du Chardon-Marie (Silybum marianum) :

Tab. 1 : La classification phylogénétique du chardon-Marie (Silybum marianum) [32]
[33] [34]

Niveau taxonomique Classification
Phylum : Phanérogames
Sous-phylum : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Astrales
Famille : Astérceae (Composées)
Sous-famille Tubuliflores
Genre : Silybum
Espece : Silybum marianum (L). Gaerthn,1791

1.2.2. Morphologie de I’espéce :

Les différents organes de la plante ainsi que leurs parties sont schématisés dans la

figurel suivante :



CHAFITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Fig. 7: Différents parties de Silybum marianum [35]

<& Racine : Le Chardon Marie a une racine dressée, ramifiée, de

section ronde et striée, rigide et fortement épineuse. (Fig.8)

[36]

Fig. 8: Morphologie de racine de plante chardon marie

< Tige : présente une tige pivotante qui est robuste, de grande longueur, épaisse

et fibreuse, permettant a la plante de résister aux sols pauvres et secs (Fig 9)

[37].
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Fig. 9: Morphologie de tige de plant chardon marie

% Feuille : Le chardon Marie est caractérisé par ses grandes feuilles vert pale
brillantes, tachées de blanc lobées et ondulées, et bordées de dents épineuses a pointe
jaune tres
acérée. Les feuilles de la base sont pétiolées, découpées en lobes a bords dentés épineux,
en rosettes. Les feuilles supérieures sont plus petites et plus étroites réduites et
embarrassantes, a bord moins découpé, mais trés épineux, avec des marbrures laiteuses

caractéristiques (fig 10) [38]

Fig. 10: Morphologie et Détail du feuillage du Chardon-Marie

#* Fleur : Les fleurs sont toutes tubuleuses réunies en capitules terminaux, solitaires,

dépassant souvent 6 cm de diamétre, la plupart sont pourvues d’une épine
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atteignant jusqu’a 5 cm. La corolle est dentée, de couleur pourpre, 5 étamines

forment un tube
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autour du style. Elles fleurissent depuis le mois de juin jusqu’au mois d’aott. (Fig 11)

[39].

Fig. 11: Morphologie de Fleur

% Fruit : Les fruits sont obovoides acénes luisantes, marron ou jaune de couleur, avec une
longue aigrette blanche qui est denticulée en anneau a sa base. Ces fruits contiennent
des

substances actives, comme la silymarine, utilisée en phytothérapie (Figl12) [37] [38].

4 | .’ i //if 4 n\\‘/ e
Fig. 12: Graines de Chardon Marie

1.2.3. Caratéristiques botaniques :

Silybum marianum (L.) Gaertn., synonyme de Carduus marianus L., est une espece

végétale communément désignée sous le nom vernaculaire de chardon-Marie. Cette astéracée
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est également connue sous une variété d'autres appellations, incluant chardon-Marie béni,
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chardon vierge béni, couronne du Christ, chardon-marie, chardon sacré, chardon-Marie,
chardon de Sainte-Marie, chardon de Notre-Dame, laiteron des champs, chardon panache,
chardon des champs ou artichaut sauvage [40] [29] 1l s'agit d'une plante herbacée sauvage,
annuelle ou, plus rarement, bisannuelle, appartenant a la famille des Astéracées [29] [41]
[42].Dans de nombreuses régions, elle est considérée comme une adventice en raison de son
développement compétitif et de sa croissance agressive, atteignant généralement une hauteur
comprise entre 90 et 200 cm, et pouvant exceptionnellement atteindre 300 cm [43] [44].
Silybum marianum se caractérise par ses capitules de couleur violette et ses feuilles
vertes Distinctivement, ses feuilles présentent des nervures blanc laiteux et des marges
fortement épineuses. Le fruit est un akéne de couleur noire, pourvu d'un éliosome riche en
lipides, jouant un role significatif dans sa dispersion myrmécochore par les fourmis [44].
Originaire du bassin méditerranéen, 1'espéce s'est naturalisée en Europe centrale, en Amérique

et en Australie-M¢éridionale) [44], et sa distribution est aujourd'hui cosmopolite [29] [44].

1.2.4. Composition chimique du chardon marie :

Le Silybum marianum (chardon-marie) est une plante médicinale reconnue pour sa
richesse en composés bioactifs, dont les propriétés thérapeutiques sont principalement
attribuées a la présence de silymarine.

Flavonolignanes (Silymarine) :

Sont Les composés responsables de l'activité pharmacologique du Silybum marianum
(chardon-marie) sont principalement des dihydroflavonolignanes. Ces molécules résultent
de la réaction d'addition de I'alcool coniférylique a un 2,3-dihydro-flavonol, la taxifoline,
formant ainsi un mélange complexe connu sous le nom de silymarine. Ce mélange, qui
représente généralement entre 1,5 % et 3 % de la masse seche du fruit, constitue le cceur des
propriétés biologiques de la plante.

La silibinine (ou silybine), principal composant de la silymarine, en représente 60 % a
80 %. Il s'agit d'un benzodioxane existant sous la forme de deux diastéréoisomeres,
accompagnés de leurs régioisomeres, les isosilybines A et B. Outre la silibinine, la silymarine
comprend d'autres composés structuraux importants :

. La silydianine, un oxatricyclodécéne résultant de la cycloaddition de

l'alcool coniférylique a une o-quinone dérivée du taxiphone.

. La silychristine, qui posséde une structure dihydrobenzofuranique. [45]
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Fig. 13: Schéma de Flavanolignanes du Chardon- Marie [45]

Flavonoides :

Le Silybum marianum (chardon-marie) contient une diversité de composés phénoliques
et flavonoides, qui contribuent a ses propriétés pharmacologiques. Parmi les flavonoides
identifiés, on retrouve notamment la quercétine, la taxifoline, 1’ériodictyol, la chrysoériol, la

naringine, le kaempférol, le dihydrokaempférol, I'apigénol et le naringétol [46].
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En paralléle, le chardon-marie renferme également des dérivés phénoliques, tels que

les 5,7-dihydroxychromones et I'alcool dihydrodiconiférylique [46]

i Ri—=

OH

OH
Flavanols

Flavonols

Oon

i ) P S TaNavenRee

Fig. 14: Structures chimiques des sous-classes de flavonoides [47]

L'akeéne de Silybum marianum (L.) Gaertn. Révele une composition biochimique
complexe et significative. Son profil lipidique, représentant 15 a 30% de sa masse, est
majoritairement constitué¢ d'acides gras insaturés, avec une prédominance notable de I'acide
linol¢ique (environ 60%), suivi de 1'acide oléique (environ 30%). L'acide palmitique, un acide

gras saturé, est présent en quantité minoritaire (environ 9%).
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Outre sa richesse en lipides, 1'akeéne renferme une fraction protéique substantielle,
représentant 25 a 30% de sa composition. Cette fraction inclut notamment des composés
azotés tels que la tyramine et la bétaine.

Des composés mineurs, mais potentiellement actifs, sont également présents. On note la
présence de tocophérol (environ 0.038%), un antioxydant de la famille de la vitamine E,
ainsi qu'un ensemble de stérols (environ 0.063%), comprenant le campestérol, le stigmastérol

et le B-sitostérol [48].

1.2.5. L'utilisation traditionnelle de la plante :

L'usage du chardon-Marie remonte a 1'Antiquité, principalement pour son action de
soutien dans la gestion des troubles hépatiques chez I'humain. De plus, il est
traditionnellement employé en phytothérapie pour I'apaisement des symptomes liés aux
troubles digestifs, incluant I'indigestion, pour favoriser une sensation de satiété et pour le
maintien d'une fonction hépatique optimale. Les applications médicinales des fruits du
Silybum marianum ont fait I'objet d'une publication officielle par I'Agence européenne des
médicaments (EMA), s'appuyant sur une analyse rigoureuse de la littérature scientifique
existante [49].

Au-dela de ses applications thérapeutiques en médecine humaine, Silybum marianum
(chardon-Marie) et ses extraits présentent un intérét significatif dans 1'amélioration de la
santé et des performances zootechniques chez diverses espeéces animales [49].

L'administration de Silybum marianum ou de ses préparations standardisées en
silymarine (SIL) a des fins thérapeutiques ou en raison de l'exercice d'un effet
pharmacologique chez les animaux reléve de la 1égislation pharmaceutique européenne
applicable aux médicaments vétérinaires, conformément au Réglement (UE) 2019/6 [50]. La
complexité inhérente a l'enregistrement de la silymarine en tant que médicament vétérinaire
constitue un facteur incitatif a son utilisation en tant qu'additif ou ingrédient alimentaire dans
l'alimentation animale.

Dans la médecine traditionnelle de I'Antiquité grecque, Silybum marianum était
employé pour ses propriétés curatives dans le traitement des affections digestives, hépatiques

et biliaires [50].
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II. Métabolites secondaires
I1.1. Généralité :

Les composés métaboliques, tant primaires que secondaires, jouent un role essentiel
dans le développement et la survie des especes végétale]1] . Les métabolites primaires,
incluant les lipides, les protéines, les sucres, les acides aminés et les vitamines, participent
directement aux processus cellulaires fondamentaux tels que la division cellulaire, la
respiration et la photosynthese, toutes indispensables a la croissance et a I'évolution des
plantes ]2[. A l'inverse, les métabolites secondaires possédent des fonctions variées,
principalement dévolues a la défense et aux interactions avec leur milieu |3[. En outre, ils
influencent la couleur, les aromes et les gotts particuliers des plantes, tout en jouant un role
dans leurs réponses aux différents stress. Le concept des métabolites secondaires végétaux en
biologie végétale a été lancée par Kossel et al. [1891] ]4[. Ces métabolites secondaires sont
treés actifs et leur accumulation est affectée par les stress biotiques (phytopathogénes,
herbivores) et abiotiques (UV, température), ce qui peut impacter négativement les
caractéristiques physiologiques et morphologiques telles que le nombre et la surface des

feuilles, la taille et la productivité des plantes |1]
I1.2. Classification des métabolites secondaires :

D'apres leur composition et leurs mécanismes de biosynthése. Dans le régne végétal,
ces composés secondaires englobent des dizaines de milliers de molécules distinctes,
généralement classées en grandes familles chimiques telles que les terpénes (comme les
composés volatils issus des plantes, les glycosides cardiotoniques, les caroténoides et les
stérols), les composés phénoliques et les composés contenant de 1'azote (comme les alcaloides
et les glucosinolates). Plusieurs méthodes de séparation traditionnelles, utilisant différents
systémes de solvants et réactifs de pulvérisation, ont été décrites comme étant capables de
séparer et d'identifier ces métabolites secondaires |5].

I1.2.1. Composés phénoliques (Les polyphénols) :

I1.2.1.1. Généralité :

Les polyphénols forment un groupe étendu et complexe de substances
phytochimiques possédant au moins un cycle aromatique associ¢ a un groupe hydroxyle en
tant que dérivés fonctionnels ]6[. A ce jour, plus de 8 000 polyphénols On les trouve dans
presque toutes les espéces végétales et ils ont suscité un vif intérét en raison de leurs usages

nutritionnels et médicinaux |7[. Ces composés présentent une grande diversité structurelle,
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intégrant des molécules simples (comme la vanilline, I'acide gallique, et I'acide caféique) et
des polyphénols (tels que les stilbeénes, les flavonoides, et les polymeres). Les composés
phénoliques se retrouvent généralement dans les plantes sous une forme soluble ou liée, mais
peuvent également étre catégorisés en sous-groupes selon leur structure chimique. Les
composés phénoliques solubles sont habituellement synthétisés dans le réticulum
endoplasmique et stockés dans les vacuoles, alors que les composés phénoliques liés sont
générés par la transformation de composés phénoliques solubles dans la paroi cellulaire, ou
ils se conjuguent avec des molécules de la paroi cellulaire via des liaisons glycosidiques et
esters

|8[. Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de

tous les végétaux |9]. OH

Fig. 15: exemple de Structure de de polyphénol |10]

I1.2.1.2. Biosynthése des polyphénols :

Les composés phénoliques sont synthétisés par deux voies métaboliques : la voie de
l'acide shikimique et la voie de 1’acétate :
La voie I’acide shikimique, qui conduit apres transamination et désamination, aux
acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les
phénols simples. [11[]12].
La voie de I’acétate, qui conduit a des poly B-coesters (polyacétates) de longueur
variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8

anthraquinones ou les naphtoquinones. ]13].

De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette double origine
Biosynthétique, est encore amplifiée par la possibilité d'une implication simultanée des deux

voies dans la création de composés d'origine mixte, tels que les flavonoides]14] .



cHAPrTRE 1 METABOLITE SECONDAIRE
I —

I1.2.1.3. Classification des polyphénols :

Les composés phénoliques peuvent €tre regroupés en de nombreuses classes. Qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des
formes trés polymérisées), ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation ...), enfin par les liaisons possibles de ces

molécules]15] .

Polyphenol

~ N

Stilbénes Lignines et
C6-C2-CE subérine

I haml

Fig. 16: Schéma de Principales classes de composés polyphénoliques

116[]17]




cHAPTTRE I METABOLITE SECONDAIRE

o]

(e}
do” o ©/Lc

Acide benzoique Phénols simples Acétophénones

Flavonoides Stilbenes

Fig. 17: Squelette de base des composés phénolique 18]

I1.2.1.3.A. Acide phénoliques :
A.1. Généralité :

Les acides phénoliques sont des ingrédients actifs importants dans de nombreuses
plantes médicinales |19]. Sont composés de cycles aromatiques avec un groupe acide
carboxylique (-COOH).

Les bioactivités, la biosynthése et la production biotechnologique d'acides phénoliques ont
été bien révélées chez Salvia miltiorrhiza qui est une espece de plante médicinale
traditionnelle chinoise précieuse dont le nom commun est Danshen ]20][. Les ingrédients
bioactifs de S. miltiorrhiza comprennent des acides phénoliques hydrosolubles tels que
I’acide salvianolique A (Sal A), I’acide salvianolique B (Sal B), I’acide caféique (CA) et
I’acide rosmarinique (RA)]21[]22[]123[]24[]25]. Dans les décoctions commerciales de
Danshen, le Sal B est le principal composant marqueur utilisé pour le contrdle de la qualité
selon la pharmacopée chinoise officielle ]26[]27]. Ces composés ont attiré de plus en plus

d’attention ces derniéres années.

A.2. Biosynthése :
La plupart des acides phénoliques sont synthétisés par deux voies paralléles :
La voie générale des phénylpropanoides et de la voie dérivée de la tyrosine ]26[]28[. Dans
la voie des phénylpropanoides, la phénylalanine est traitée comme substrat pour produire de

l'acide cinnamique par la phénylalanine ammoniac-lyase (PAL) ]29][. L'acide cinnamique est
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ensuite catalysé en p-coumaroyl-CoA par deux enzymes : l'acide cinnamique 4-hydroxylase
(C4H) et la 4-coumarate : CoA ligase(4CL) ]30|.

Dans la voie de la tyrosine, la tyrosine aminotransférase (TAT) et

I'hydroxyphénylpyruvate réductase (HPPR) interviennent dans la conversion de la

tyrosine en acide 3,4- dihydroxyphényllactique (DHPL) ]31].

L'acide rosmarinique, précurseur important des acides phénoliques spécifiques aux espéces en
aval, est ensuite synthétisé par l'acide rosmarinique synthase (RAS) et la monooxygénase
(CYP98A14) dépendante du cytochrome P450 pour former RA15 ]32[]33]. La surexpression
de l'acide rosmarinique synthase et du CYP98A14 a entrainé une teneur plus élevée en acides

phénoliques dans les racines velues de S. miltiorrhiza |34].

L-Tyrosine

I AT

4-Hydroxyphenylpyruvic acide

: : L-phenylalanine
| |
| |
[ I
[ |
[ |
: l HPPR :
| I
[ |
| |
| I
[ |
[ |
I I

| |

' |

' |

| l PAL |

' |

: 4-Cinnamic acid |

|

: l C4H :
4-Hydroxyphenyllactic acid : :
' |
| |
' |
' |
' |

4-Coumaric acid

l 4CL

3 4-Dihydroxyphenvllactic acid 4-Coumaroyl-CoA

l RAS

4-Coumaryol-3° 4’ -dihydroxyphenilactic acid
CYP98A14

Rasmarinic acid
I

I
A J

Salvianollic acid B

Fig. 18: Voie de biosynthése de I’acide phénolique
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A.3. Classification des acides phénoliques :
Sur la base du nombre de structures cycliques aromatiques, Ces composés phénoliques
sont divisés en deux groupes : Acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques
1351
e Acides hydroxybenzoique (acides gallique, protocatéchuique,

p-hydroxybenzoique et syringique).

O

|\ OH

/./
HOY

Fig. 19: Structures générales des acides benzoiques substitués par hydroxyle
135].

e hydroxycinnamique (acides p-coumarique, caféique, férulique et sinapique).

U

N o

P
40

Fig. 20: Structures générales des acides cinnamiques a substitution hydroxyle

135]

II.2.1.3.B. Flavonoides :
B.1. Généralité :
Le terme « flavonoide, dérivant du grec flavus (jaune en latin) » fait référence a un
vaste éventail de composés naturels appartenant a la classe des polyphénols ]6][. Ces
substances jouant souvent un role dans la coloration des fleurs, des fruits et parfois des

feuilles. Dans leur état naturel, les flavonoides se rencontrent le plus souvent sous forme

d’hétérosides ]36].
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Les flavonoides sont une classe de pigments hydrosolubles stockés dans les vacuoles
cellulaires ]37[. Chez les plantes, plus de 9 000 flavonoides ont été identifiés et classés en
différents groupes en fonction du nombre de groupes hydroxyle/méthyle sur leur cycle

hétérocyclique ou benzénique Leur structure chimique est généralement constituée d'un
3!
1 4'
1 s
6’
0

Fig. 21: Structure de base des flavonoides |39|

squelette de 15 carbones |38]

B.2. Biosynthése :

En tant que composés phénoliques, les flavonoides proviennent également de la voie
des phénylpropanoides ]40[. La biosynthése spécifique des flavonoides commune dérivant de
la voie de I’acide shikimique ]41[, commence par la conversion du p-coumaroyl-CoA, ainsi
que du malonyl-CoA et de I'acétyl-CoA, en naringénine chalcone par la chalcone synthase,
qui est la premiere enzyme limitant la vitesse de la voie de biosynthése des flavonoides ]42].
La chalcone naringénine, squelette de base de la voie en aval, est convertie en naringénine
par la catalyse de la chalcone isomérase, ou en 2’-glucoside de naringénine par la catalyse de
la chalcone 2’-glucosyltransférase 143[.

La chalcone est un produit intermédiaire central dans différentes voies ramifiées, telles que la

biosynthese des flavanones, des isoflavones et des flavonols |44].

B.3. Classification des flavonoides :
Les différentes classes de flavonoides varient selon la cyclisation, le niveau
d'insaturation et I'oxydation du cycle C, tandis que les composés spécifiques au sein d'une
catégorie se distinguent par les substitutions des cycles A et B. Parmi les multiples catégories

de flavonoides, se trouvent sont présentées dans le tableau:
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Flavonoides
Flavonols

Flavones

Flavanone

Flavan3-ols

Anthocyanidines

Exemple
Quercétine
Kaempférol
Myricétine

Utéoline
Apigénine
Chrysine

Genisteine
Daidzeine
Naringénine

Catéchine
Epicatéchine
Epigallocatéchine

Cvanidine
Delphénidine
Cyanidol

Structure

OH

Caraclteristique
Le groupes le plus
abondants des
COMPOSes
phénoliques.

Les flavones se
different des
flavonols seulement
par le manque d'un
OH libre en C3, ce
qui affecte leur
absorption aux UV,
mobilité
hromatographique et
les réactions de
coloration.
Caractérisés par leur
variabilité
structurale dont
lattachement du
cyvcle B se fait en
C3. Ils sont présents
dans les plantes sous
forme libre ou
glvcosvlée
Flavan3ols ainsi que
flavan3. 4diols sont
tout les deux
impliqués dans la
biosynthese de
proanthocyanidines
(tanins condensés)
par des
condensations
enzymatiques et
chimiques
Représentent le
groupe le plus
important des
substances colorées,
ces pigments
hvdrosolubles
contribuent a la
coloration des
angiospermes.

11.2.1.4. Effets biologiques des polyphénols :

"1 Les composés phénoliques sont impliqués de maniére dynamique dans les interactions de

la plante avec son environnement, jouant soit le role de signaux de reconnaissance entre les

végétaux (allélopathie) ]|9].
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'] Les composés phénoliques ont des propriétés antioxydants en raison de leur capacité a
piéger, Les radicaux libres et les espéces réactives de 1'oxygene, ce mécanisme repose sur des
réactions radicalaires.]11].

1 Les composés polyphénoliques sont d'ailleurs en popularité dans le domaine thérapeutique
]11[. De nombreuses études indiquent que les polyphénols jouent un role dans la prévention
des maladies cardiovasculaires. Leur ingestion entraine une augmentation temporaire de la
capacité antioxydante du plasma dans les heures suivant le repas. |46].

'] Grace a ses propriétés antioxydantes, 1'acide phénolique protége contre les maladies
cardiovasculaires.|47[]48[]49][ Le cycle aromatique peut perdre son électron, formant ainsi un
radical libre hydrogéne qui agit comme réducteur et neutralise les radicaux libres. Ce
mécanisme protege contre les maladies cardiovasculaires (MCV). Les aliments d'origine
végétale, notamment les graines, la peau des fruits et les 1égumes a feuilles, constituent la
principale source d'acides phénoliques. Ces acides phénoliques représentent un large éventail
d'applications cosmétiques, alimentaires et thérapeutiques ]50].

"1 Les flavonoides sont cruciaux pour les mécanismes de défense et la coloration des végétaux.
En outre, ils présentent une multitude d'effets bénéfiques pour la santé et constituent un
composant fondamental des remédes, traitements médicaux et produits cosmétiques. Par
exemple, leurs propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, anticancéreuses et
antimutageénes leur permettent de modifier des fonctions enzymatiques cellulaires

essentielles, et ils agissent comme de puissants inhibiteurs de diverses enzymes |51|

Cardio-
projecilive

T
inflarmmalery

Enhance
_ immumity

Anli-cancerous

metabolic
'ﬂiiﬁ?ﬂ:_l_“.___,;.i

Fig. 22: Effets biologiques des polyphénol
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ITI. Activités biologiques
III.1 Caractéristiques biologiques du chardon-Marie :

Les flavonoides, absents chez les microorganismes tels que les champignons et les
lichens, sont des métabolites secondaires spécifiques aux plantes. Ils jouent un réle essentiel
dans la protection des végétaux contre le stress oxydatif, une réaction principalement induite
par l'exposition au rayonnement solaire. Ils peuvent attirer les insectes pollinisateurs grace a
leurs propriétés visuelles ou chimiques, ou au contraire, servir de mécanisme de défense en
¢loignant les prédateurs par des motifs spécifiques ou par leur toxicité. En effet, certaines
molécules flavonoidiques présentent une action toxique pour les insectes, comme ['ont
démontré [1].

La silymarine possede une propriété inhibitrice de la fibrose, un mécanisme
pathologique impliqué dans la progression de la cirrhose. Cette affection hépatique résulte
souvent d'une inflammation chronique du foie, causée par des maladies hépatiques, une
consommation excessive d'alcool ou des infections telles que 1’hépatite [2] [3].

La silymarine présente des propriétés antioxydantes marquées, inhibant la
peroxydation lipidique des membranes cellulaires et neutralisant les radicaux libres. Elle agit
¢galement en supprimant la production de cytokines pro-inflammatoires, contribuant ainsi a
réduire I’inflammation. De plus, la silymarine exerce un effet stabilisateur sur les membranes
cellulaires, notamment en présence de dommages induits par des xénobiotiques. Dans le cas
spécifique de la toxine des amanites, elle interagit de maniere compétitive avec les sites de
fixation de cette toxine, limitant ainsi ses effets déléteres. Par ailleurs, la silymarine stimule
I’activité de I’ARN-polymérase, favorisant la synthése protéique et augmentant la capacité de
régénération du tissu hépatique. [4] [5]

Silybum marianum est une plante médicinale. Elle présente des effets antiémétiques et
antispasmodiques, atténuant notamment les crampes digestives. En outre, elle possede une
fonction veinoprotectrice et hypotensive, contribuant a la protection du systéme vasculaire et
a la régulation de la pression artérielle. La plante est également galactogene, et
antidépressive. [6].

Silybum marianum est une plante particuliérement riche en composés actifs, dont les
propriétés thérapeutiques sont principalement attribuées a la présence de silymarine. Cette

molécule, qui représente environ 70 a 80 % des substances actives de la plante, confere a
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Silybum marianum ses effets biologiques et pharmacologiques significatifs, comme I'ont

démontré [1].

Les activités biologiques de Silybum marianum, liées a ses composés actifs, sont

synthétisées dans le tableau suivant :

Tab 3: Activités biologiques en fonction des composés actifs de Silybum marianum [7]

Composés actifs du Chardon Marie

Activités Biologiques

Flavonoides

Flavonols Catéchols

-Diurétique, anti-azotémique,
antispasmodique.

-anti-ulcere gastrique, anti-inflammatoire

-inhibe 1’agrégation plaquettaire in vitro.
-Propriétés antioxydants.

-Réduit les risques coronariens.

-Réduit I'accumulation de collagéne dans le
foie chez les rats.

-Effet positif sur le diabéete induit par

Silandrine3deoxysilychristine.

Silibinine, Silymonine. Silvdianine
Quercétol.

Silymarine l'alloxane chez les rats.
-Traitement des maladies hépatiques.
-Neutralise I'hépato-toxicité de la
phalloidien et I'amanitine.
Flavonolignanes: -Provoque la peroxydation membranaire.

Responsable de I'activité antioxydante.

Quercétol

Propriétés de protection cellulaire
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III.1.1.  Propriétés antioxydantes :

La silybine joue un rdle protecteur en prévenant les dommages tissulaires induits par
un exces de fer. Une accumulation excessive de fer dans 1’organisme peut s’avérer nocive, car
le fer catalyse la formation de radicaux libres, entrainant une peroxydation des lipides
membranaires et des dommages cellulaires. Le foie, en particulier, est trés sensible a ces
effets destructeurs. Grace a ses propriétés antioxydantes, la silybine contribue a atténuer la
toxicité du fer en protégeant les tissus contre ces dommages oxydatifs. Par ailleurs, des études
scientifiques indiquent que la silybine agit également comme un chélateur du fer, en se liant
au fer libre et en favorisant son élimination par voie biliaire [8]

La silymarine est reconnue pour son puissant potentiel antioxydant, agissant par la
séquestration des radicaux libres (especes réactives de 1'oxygene) et l'inhibition de la
peroxydation lipidique, conférant ainsi une protection contre le stress oxydatif. De plus, elle
module positivement les systémes de défense antioxydants cellulaires, tant non enzymatiques
(notamment le glutathion réduit) qu'enzymatiques (superoxyde dismutase et catalase). Cette
capacité a prévenir la peroxydation lipidique et a restaurer les niveaux de glutathion réduit
suggere un role protecteur de la silymarine contre les dommages oxydatifs dans des organes
vitaux tels que le foie, le cerveau et le coeur. La silibinine, un de ses principaux constituants,
exhibe également des propriétés protectrices membranaires et pourrait ainsi prémunir les

composants sanguins des atteintes oxydatives [9] [10]

I11.1.2 Propriétés anti-inflammatoires :

La silybine exerce un effet inhibiteur sur la production d'oxyde nitrique (NO), une
molécule dont la surproduction est impliquée dans des processus destructeurs, notamment
l'induction de l'inflammation chronique et la potentialisation de la formation de radicaux
libres. De plus, la silybine module la voie des prostaglandines, en freinant la synthese de la
prostaglandine E2 (PGE-2), un médiateur pro-inflammatoire. Il est important de noter que cet
effet sur la PGE-2 semble concentration-dépendant, n'étant significatif qu'a des

concentrations élevées.

Cependant, un aspect particulierement pertinent d'un point de vue clinique réside dans
la capacité de la silybine a réduire la production de leucotriénes, des composants
inflammatoires puissants, et ce, méme a de faibles concentrations. Cette forte inhibition de la
synthese des leucotriénes confére a la silybine un intérét thérapeutique considérable dans la

prise en charge de diverses pathologies inflammatoires. [11]
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I1I.1.3 Propriétés anticancéreuses :

De nombreuses études ont démontré les effets anticancéreux de la silymarine et de ses
composés, aussi bien in vitro que in vivo, a différentes étapes du processus de cancérisation.
Ces effets incluent : [12]

Inhibition de la carcinogenése : La silymarine a montré une activité préventive contre divers

types de cancers, tels que le cancer de la vessie induit par la nitrosamine chez la souris, ainsi
que les cancers de la peau, du colon, du poumon, de la prostate, du foie et de la langue. Ces
résultats suggerent un role protecteur de la silymarine dans la phase d’initiation tumorale.
Inhibition de la croissance tumorale : La silymarine inhibe la prolifération des cellules
cancéreuses dans des modeles de cancer de la prostate, du poumon non a petites cellules), de
I’ovaire, du sein, de la vessie, du foie, et du colon. Les mécanismes proposés incluent le
blocage du cycle cellulaire et I’induction de 1’apoptose.

Inhibition de ’angiogenése : La silymarine réduit la formation de microvaisseaux dans des
modeles de cancers du sein, du cdlon et du poumon. Cet effet est associé a une diminution de
I’expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), un facteur clé de la formation
des vaisseaux sanguins tumoraux.

Inhibition des métastases : La silymarine diminue la mobilité et I’invasion des cellules
cancéreuses dans des modeles de cancer de la prostate, du sein, du poumon, de
I’ostéosarcome et de la cavité buccale. Cet effet est 1i¢ a I’inhibition des métalloprotéinases
(MMP), des enzymes qui favorisent I’invasivité tumorale.

Potentialisation des traitements anticancéreux : La silymarine potentialise 1’effet de

certaines chimiothérapies, comme la doxorubicine, le paclitaxel, le cisplatine et le
carboplatine. Elle augmente la rétention des agents toxiques dans les cellules cancéreuses et
induit I’apoptose. Cependant, des résultats contradictoires ont été observés avec le docétaxel
et la mitomycine C, ou la silymarine réduit 1’efficacité de ces médicaments,

Résistance aux traitements : La silymarine s’oppose aux mécanismes de résistance,
notamment dans des cellules résistantes a la doxorubicine.

Un nombre croissant d'études met en lumiére l'activité inhibitrice de la silymarine sur les
étapes clés de la progression tumorale, notamment l'invasion et la formation de métastases.
Au niveau moléculaire, plusieurs mécanismes ont ét¢ élucidés pour expliquer ces effets.
Parmi ceux-ci figure une interaction avec le processus de transition €pithélio-
mésenchymateuse (EMT), un phénomene crucial dans l'acquisition des propriétés

invasives par les cellules cancéreuses. De plus, la silymarine exerce une inhibition sur
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l'activité des
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métalloprotéinases matricielles (MMPs), une famille d'enzymes impliquées dans la
dégradation de la matrice extracellulaire, facilitant ainsi I'invasion tissulaire. Enfin, une
interférence avec la voie de signalisation des MAP kinases (MAPK), connues pour leur role
dans la régulation de la migration et de l'invasion cellulaires, a ¢galement été mise en
évidence.

Des données précliniques suggerent un potentiel effet synergique de la silymarine en
association avec des agents chimiothérapeutiques conventionnels, tels que la doxorubicine,
les taxanes, les sels de platine et la mitoxantrone, pouvant se traduire par une augmentation de
leur efficacité antitumorale. Les mécanismes d'action potentiels sous-jacents a cette synergie
incluent une perturbation du cycle cellulaire et une augmentation de la rétention
intracellulaire des molécules cytotoxiques. En particulier, il a ét¢ démontré que la silibinine,
un constituant majeur de la silymarine, induit une accumulation de cellules cancéreuses en
phase G2-M du cycle cellulaire et favorise I’apoptose. De plus, I'inhibition de la voie de
signalisation du facteur nucléaire kappa B (NF-kB) pourrait également contribuer a cet effet

de potentialisation

I11.1.4 Propriétés Hépatoprotectrice :

Le chardon-Marie (Silybum marianum) se distingue par sa richesse en composés
bioactifs d'intérét thérapeutique. Notamment, il est reconnu pour ses vertus
hépatoprotectrices, lesquelles sont principalement attribuées a la silymarine. Cette derniére
constitue un mélange complexe de flavonolignanes, incluant la silybine A, la silybine B,
l'isosilybine A, l'isosilybine B, la silychristine, l'isosilychristine et la silydianine, ainsi qu'au
flavonoide taxifoline. Parmi ces constituants, la silybine est identifiée comme le composant

majoritaire et celui qui présente la plus forte activité biologique [13] [14]

La silymarine, un complexe flavonoide, est reconnue depuis des si¢cles pour ses
propriétés hépatoprotectrices. Ces effets bénéfiques sur la fonction hépatique sont
principalement attribués a son activité antioxydante, qui s'exerce a la fois directement par la
neutralisation des especes réactives de 1'oxygene, et indirectement par le piégeage de radicaux
spécifiques tels que le radical cétyle phénylglyoxylique, agissant ainsi comme un antioxydant
inhibiteur de la propagation des réactions radicalaires [8]

La silymarine a également démontré un effet protecteur contre les I1ésions mitochondriales
dans le foie de rat, notamment dans des contextes de transplantation hépatique ou de chirurgie

du foie. Elle prévient les altérations structurelles et fonctionnelles des mitochondries, réduit la



CHAPITRE III : ACTIVITES BIOLOGIQUES

peroxydation lipidique membranaire et diminue la sensibilité a la transition de perméabilité

mitochondriale (MPT) [15]

III.1.5 Activités antidiabétiques :

Outre ses effets hépatoprotecteurs, la silymarine a démontré une capacité a réduire la
glycémie a jeun et les niveaux d'insuline, étayant ainsi son potentiel en tant qu'agent
antihyperglycémique. Des études modeles animaux de diabéte menées sur des ont également
mis en évidence les activités hypoglycémiantes et antihyperglycémiantes significatives d'un

extrait aqueux de chardon-Marie [8]

ITI.1.6 Activités antivirales :

Des études in vitro ont mis en évidence les propriétés antivirales de la silymarine et de
certains de ses composés isolés, tels que la silybine, 1’isosilybine A et la taxifoline, contre
plusieurs virus, notamment le virus de la grippe A, le virus de I’hépatite C (VHC) et le virus
de I’'immunodéficience humaine (VIH). Dans le cas du VHC, la silymarine et la silybine ont
démontré une capacité a inhiber la réplication virale dans des cultures d’hépatocytes, en
modulant les niveaux d’expression du TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha) et du NF-kB
(Nuclear Factor kappa B), deux facteurs clés impliqués dans la réponse inflammatoire et la
réplication virale.

Concernant le VIH, I’application de la silymarine pendant la phase d’adsorption du
virus a permis d’inhiber I’infection des lymphocytes T CD4+. Par ailleurs, la silybine a
montré une capacité a atténuer les fonctions cellulaires liées a 1’activation, a la prolifération
des lymphocytes T et a la réplication du VIH-1. Enfin, la silymarine interfére avec le
mécanisme d’endocytose, retardant ainsi la pénétration du virus dans les cellules et

empéchant son internalisation via la transferrine [16]

IT1.1.7. Activités antimicrobiennes :

Le traitement des infections bactériennes repose principalement sur 1’utilisation
d’antibiotiques. Cependant, leur prescription a grande échelle, souvent inappropriée, a conduit
a I’émergence de souches bactériennes multi-résistantes, posant un défi majeur pour la santé
publique. Face a cette problématique, il est essentiel d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles approches thérapeutiques. Les plantes médicinales, en tant que
sources de métabolites secondaires, représentent une voie prometteuse pour I’innovation

pharmacologique. Parmi ces métabolites, les composés phénoliques, largement utilisés dans



CHAPITRE III : ACTIVITES BIOLOGIQUES

les industries alimentaire et cosmétique, sont ¢galement reconnus pour leurs propriétés

antimicrobiennes dans la médecine traditionnelle [17]
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IV. Matériels et méthodes
IV.1. Objectif du travail

Notre étude s’inscrit dans I’objectif de la caractérisation phytochimique et biologique
d’un extrait végétal de chardon marie (Silybum marianum).
L’¢étude phytochimique de notre extrait est déterminée par la teneur en polyphénols totaux et
en flavonoides, tandis que 1’activité antioxydante et antibactérienne a été évaluée par des tests
biologiques.
Ce travail a été mené a 1’Unité de Valorisation des Ressources Naturelles, Molécules
Bioactives et Analyses Physico-Chimiques et Biologiques (Laboratoire de Chimie n°11,
Faculté des Sciences Exactes) ainsi au Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT)la

Constantine.

IV.2. Matériel végétal
IV.2.1. Récolte de la plante

Le matériel végétal étudié dans ce travail est constitué¢ de plantes de I’espece Silybum
marianum (chardon-Marie). Les prélévements d’échantillons ont été effectués durant les mois
de novembre 2024 et janvier 2025, dans la région d’Echaaba située sur le campus de
I’Université Fréres Mentouri- Constantinel-, et identifiées par Dr Dersouni chahrazed
Botaniste a I’Université de Salah Boubnidar-Constantine 3-, Faculté de médecine.
La période de collecte est étroitement liée au stade de développement de la plante (phase I1),
une étape clé durant laquelle sont synthétisés des métabolites secondaires et des composés
bioactifs spécifiques, tels que les flavonoides notamment la silybine.

Ce phénomeéne a également été observé dans d'autres études portant sur la variabilité

saisonniere des composés actifs chez Silybum marianum.
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Fig. 23 : Echantillon du chardon-marie

IV.2.2. Séchage et broyage
Les échantillons sont séchés a I’abri de la lumiére, de I’humidité et de la chaleur, dans un
endroit sec. Apres séchage, le matériel végétal a été finement broyé jusqu’a 1’obtention d’une

poudre afin de procéder a 1’extraction.

IV.2.3. Préparation des extraits
"1 Extraction hydro-alcoolique
Pour I’extraction, 50g de matiére végétale (aprés broyage) est mise a macérer dans

un mélange hydro-alcoolique (Méthanol 80 %) pendant 72h, la solution obtenue est filtrée.
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Conserve
Pendant
72h

Solution préte Macération

Filtration

Fig. 24: Les étapes de préparation de la solution hydro-alcoolique
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] Evaporation
Le filtrat est versé dans un ballon (solvant plus maticres solubilisées) et évaporé a sec a
I’aide d’un évaporateur rotatif muni d’'une pompe a vide a une température qui ne dépasse pas
60 °C pour éliminer tous le solvant (méthanol-eau).

Enfin, on a obtenu un extrait brut de masse égale a 210g.

oL m— e
TESTLUITL |

Fig. 25: Evaporation de la solution hydro-alcoolique.
IV.3. Méthodes :
IV.3.1. Screening des métabolites secondaires
L’extrait brut préparé auparavant a ét¢ utilisé pour effectuer diverses analyses, qui sont

des méthodes et techniques permettant d'identifier qualitativement la présence simultanée de
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différentes familles de produits naturels dans les plantes. L'identification de cette famille
engendre le criblage phytochimique.
Ces tests de caractérisation se basent sur des réactions de précipitation et/ou de coloration,

ainsi que sur des inspections a la lumiére UV.08/05/2025

Alcaloides :

0.05 g de 'extrait MeOH a ét¢ dissous dans de 1'acide chlorhydrique dilué, puis filtré.
Le filtrat obtenu a été ensuite traité avec le réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité brun

ou brun-rougeatre révele la présence d’alcaloides. [1]

Flavonoides :

L'extrait MeOH a été combiné avec quelques morceaux de ruban de magnésium, puis de
l'acide chlorhydrique concentré a été ajouté goutte a goutte. Aprés quelques minutes, une

coloration rose ou rouge magenta est apparue, indiquant la présence de flavonoides [2]

Phénols :

Une quantité de 0,05 g de I'extrait MeOH a ét¢ traitée avec quelques gouttes d'une
solution de FeCl3 a 5 %. L’apparition d’une couleur bleu noiratre, bleue ou verte, révele la

présence de composés phénoliques. [1]

Coumarines :

Un millilitre d'extrait MeOH a été mélangé avec quelques gouttes de NaOH, puis 1 ml

d'alcool a été ajouté. La formation d'une couleur jaune indique la présence de coumarines [3]
Saponines :

Une masse de 0,05 g de I’extrait a été diluée dans 20 mL d’eau distillée, puis agitée
énergiquement dans une éprouvette graduée pendant 15 minutes. L’apparition d’une mousse

stable d’environ 1 cm d’épaisseur révele la présence de saponines [1]

Tannins :

L'extrait MeOH a ¢été mélangé a 2 ml d'une solution de FeCl3 a 2 %. Une coloration bleu-

vert ou bleu-noir est apparue, indiquant la présence de polyphénols et de tanins. [2]
Terpenoides :

Un millilitre d'extrait MeOH a été ajouté a deux millilitres de chloroforme, puis traité avec de
l'acide sulfurique concentré. Une coloration allant du jaune au rouge brique indique la

présence de terpenes. [4]
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0 Quinones :

Une petite quantité d'extrait a été traitée avec de 1'acide chlorhydrique concentré et examinée

pour détecter la formation d'un précipité jaune ou d'une coloration. [5]
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IV.3.2.  Quantification des composés phénoliques :
I1V.3.2.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC) :
"I Le principe :

La méthodologie de Folin-Ciocalteu est le test le plus couramment utilisé pour
déterminer la teneur totale en composés phénoliques de diverses plantes.
Au cours de cette méthode, I’interaction entre le réactif Folin-Ciocalteu et les composés
phénoliques se produit en milieu alcalin (pH=10), que 1'on atteint en ajoutant du carbonate de
sodium (Na2CO3). Dans cette condition de base, la dissociation d'un proton phénolique
conduit a la formation d'un ion phénolate, qui est responsable de la réduction du réactif F-C.
Lors de la réduction, la couleur jaune intense du réactif F-C se transforme en une couleur

bleue (Figure 26), [6]

WA AN AN

|
2N NaCOy AN g
LL E—— | | - | t € A= oxidation half-reacti
!C/N\\fr “OH pH = 10 R""\‘bl /\'R'- 0/, \[/ \OH
OH L R 0
Antioxidant RRRER=0Ho 0 Oxidized phenolic
henclic compound) compound
M=Moor W
(o6 (5) (@)
2[PMy 0] +0 . 2APMMO.] I
F-C reagent (oxidant)  (from antioxidant) reduced F-C reagent

Fig. 26 : Mécanisme du test Folin-Ciocalteu

"I Mode opératoire :

La teneur en polyphénols de I’extrait est déterminée par la méthode de (Boulacel et al.,
2019) [7]. Brievement, 300ul de I’extrait (dissous dans le méthanol) a été ajoutés a 1500ul de
réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilu¢). La solution a été mélangée et incubée pendant 4
minutes. Apres I’incubation, 1200 pl d’une solution de carbonate de sodium Na2CO3 (7,5%)
a été ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans 1’obscurité a

température ambiante. L’absorbance a été mesurée par un spectrophotomeétre a 765 nm.
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La teneur en polyphénols totaux est exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique
par gramme d’extrait (mg EAG/g).
1V.3.2.2. Dosage des flavonoides totaux (TFC) :

"I Le principe :

La technique du chlorure d'aluminium (AICI3), est employée pour mesurer la
concentration en flavonoides dans notre extraits [8]
Les flavonoides possedent un groupe hydroxyle (-OH) libre, en position 5, susceptible de
former un complexe coloré avec son groupe -CO et le chlorure d'aluminium. L'apparition de
la teinte jaune signale la formation de ce complexe.

Cela indique que le métal (Al) a cédé deux électrons pour se lier a deux oxygenes

provenant de la molécule phénolique, jouant le role de donneurs d'électrons. La représentation
du complexe entre le chlorure d'aluminium et le composé phénolique est illustrée dans la

figure ci-dessous :

Fig. 27: Réaction entre le chlorure d’aluminium et les flavonoides

9]

Ce dernier affiche une absorption optimale a 420 nm, ou son intensité est proportionnelle a la

concentration de flavonoides contenue dans I'échantillon.

0 Mode opératoire Mode opératoire :

La teneur en flavonoides de I’extraits obtenus est déterminée par la méthode de (Ayad et
al., 2018) [10]. Un volume de 1 ml de notre extrait (Img/ ml dans le MeOH) a été ajouté a un
volume égal d’une solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Le mélange final a été secoué et
puis incubé pendant 10 min dans 1’obscurité a température ambiante. L’absorbance a été

mesurée par un spectrophotometre a 430 nm.
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Les résultats sont exprimés en microgramme d'équivalents de quercétine par milligramme

d'extrait sec (mg EQ/mg d'extrait sec).

Img/ml (1ml+ 1ml de AI-::IE)

incubation 10 min

lecture de I'absorbance a 430 nm

Fig. 28 : Protocole de dosage des flavonoides totaux

IV.3.3. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro :

I1V.3.3.1. Piégeage du radical 2-diphényl-picrylhydrazyl (DPPH) :

"] Principe :
Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) constitue une méthode couramment employée
dans I’évaluation de I’activité antioxydante. En effet, le DPPH se distingue par sa capacité a
générer des radicaux libres stables, cette stabilité découlant de la délocalisation des électrons
libres au sein de la molécule. La présence de ces radicaux DPPH entraine une coloration d’un

violet intense de la solution.
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La réduction des radicaux DPPH par un agent antioxydant occasionne une décoloration de la
solution, et cette variation de couleur peut étre suivie par spectrophotométrie a 517nm,
permettant ainsi de déterminer le potentiel antioxydant d’une substance ou d’un extrait de

plante [6]

A - ..;

O;N NO, O:N__~ NO,
-
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)

Fig. 29: Mécanisme du test DPPH

Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par 1'antioxydant (AH) selon la réaction suivante

I DPPH+AH ——DPPH-H + A’ l

0 Mode opératoire :

L’évaluation de I’effet scavenger de I’extrait vis-a-vis au radical DPPH a été réalisée
selon le protocole décrit par (Lefahal et al., 2022) [11]. Pratiquement, 400ul de I’extrait, a
une concentration de 1mg/ mL dans le MeOH ,est mélangées avec 1600ul d’une solution
méthanolique de DPPH (0.004%). L’absorbance est lue a 517nm apres une période
d’incubation de 30 minutes a labri de la lumiére et a une température ambiante. L’effet de
piégeage du radical DPPH est exprimé en milligramme équivalent d’acide ascorbique par
gramme d’extrait (mg EAA/ g). Le pourcentage d’inhibition (IP) du radical DPPH est

déterminé selon la formule suivante :

PI % = [(A control/ A échantillon) /A control] x 100

A control : Absorbance du control (1600ul de DPPH+ 400ul d’éthanol).

A échantillon : Absorbance de I’échantillon ou standard.
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Fig. 30: Protocole L'évaluation de I'activité antioxydante a 1'aide du test DPPH

IV.3.3.2. Capacité antioxydante totale (TAC) par le test phosphomolybdéne :

"I Le principe :

Le test phosphomolybdeéne a été utilisé a I'origine pour quantifier la vitamine E dans
les graines, mais compte tenu de sa simplicité et de sa sensibilité, son application a été
étendue aux extraits de plante [12] Ce test largement utilisé par de nombreux chercheurs est
basée sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d'ions molybdate
Mo0O42- a molybdeéne Mo (V) MoO2+ en présence d’ un antioxydant pour former un
complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide, l'absorbance du complexe vert-bleu peut étre
lue a 695 nm [6]
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Mechanism of reaction:

O ArOH [ATOH])"
.Um - POy u [H;PMo, VMo VO, 1>
O/ O Hie Greenish-blue
12
Yellow

Keggin ion
A =695 nm

Yellow Greenish-blue

Fig. 31: Mécanisme du test phosphomolybdéne

'] Mode opératoire :

La capacité antioxydante totale (TAC) de I’extrait métanolique a été déterminée
selon la méthode de phosphomolybdéne [13]. Un volume de 300ul de I’extrait (Img/ mL
dans le MeOH) est mélangé avec 3 ml de solution du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28 mm
de phosphate de sodium et 4 mm de molybdate d'ammonium). Les tubes contenant le
mélange réactionnel sont incubés a 95C° pendant 90 min. Apres refroidissement,
I’absorbance des solutions est mesurée a 695nm.
La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d’acide ascorbique

par gramme d’extrait (mg EAA/ g).

1v.3.3.3. Activité de réduction par la formation du complexe

Fe*- phénanthroline :

"I Le principe :
La méthode de la phénanthroline est basée sur la réduction de 1’ion Fe*" en Fe*' par
un antioxydant, I’ion Fe*" formé réagit ensuite avec I’ortho-phénanthroline pour former un

complexe rouge orangé.[14]
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+3
e’ 4 INHOHHCH 200 s=——= 2F¢? + N+ 4H,0 +H™ + CF

Fe*?-+ .3(phen)}s———= Fe(phen);"*

Fe'? +  3(phen),

Fig. 32: Mécanisme du test phénanthroline

'] Mode opératoire :

L'activité de réduction par la formation du complexe Fe**-phenanthroline a été
réalisée selon la méthode décrite par (Yefrida et al., 2018) [15] avec de quelques
modifications.

Un volume de 0,6 mL de I’extrait (1mg/ mL dans le MeOH) a été ajouté a un volume de 1 ml
de FeCl; (0.2%) et 0,5 mL phénanthroline (0.5%), ensuite le volume est complété a 10 mL
par le méthanol. Le mélange a été agité vigoureusement et incubé pendant 20 min a
température ambiante. L’absorbance a été déterminée a 510 nm.

L'activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phenanthroline est exprimée en

milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/ g).

IV.3.4. Evaluation de ’activité antibactérienne :

L’¢étude de I’activité antibactérienne a été effectuée au niveau du laboratoire de biochimie
du Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT) a Constantine sur les souches bactérienne
suivantes : Escherichia coli ATCC 25922 (E.coli ATCC) et Staphylococcus aureus ATCC
25923 (S.aureus ATCC).
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[0 Mode opératoire :

L'efficacité antibactérienne de I'extrait est évaluée selon la méthode de diffusion sur milieu
gélosé standardisée par le NCCLS [16]
® Les milieux de culture :
Le milieu de culture utilisé est Mueller Hinton pour les deux bactéries.
e Préparation des solutions :
L'extrait est dilué dans de 1'éthanol (60%). Deux dilutions, a savoir 1/2, 1/4, ont été élaborées

a partir d'une solution mére (100 mg/mL).

® Repiquage des especes bactériennes :
Les différentes especes bactériennes ont été transférées en utilisant la méthode des stries,

puis incisées a 37°C pour obtenir des colonies isolées servant a I'élaboration de 1'inoculum.

e Préparation de l'inoculum :

Des colonies bien distinctes des especes bactériennes en question ont été prélevées avec
une anse de platine et homogénéisées dans un tube contenant une solution d'eau
physiologique stérile, afin d’atteindre une densité cellulaire initiale ou une turbidité similaire
a celle de Mc Farland 0,5 (106 UFC/mL). Cette comparaison a ¢té réalisée a I'aide d'un

densitometre.

e Ensemencement :

Dans les 15 minutes suivant l'ajustement de la suspension servant d'inoculum, un
¢couvillon a été immergé dans la suspension et la surface entiere de la gélose (gélose Muller
Hinton et gélose Muller Hinton au sang) a été intégralement ensemencée a trois reprises, en
faisant pivoter la boite d'environ 60° apres chaque application, dans le but d'assurer une

répartition uniforme de I'inoculum.

e Incubation :

Des disques de papier Wattman n° 3 de 6mm de diameétre stériles (stérilisation a 120°C
pendant 15 minutes par autoclavage) ont été imprégnés d’extraits a hauteur de 40 pL par
disque, puis déposés de maniére stérile a I'aide de pinces sur la surface de la gélose. Des
témoins, uniquement imbibés d'Ethanol (60%), ainsi que le témoin positif (gentamicine) ont

¢galement été préparés.
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Les boites ont été incubées pendant 24 heures a 37°C dans une atmosphére normale pour les
le développement du germe concerné.
L’expérience est répétée trois fois pour chaque espece bactérienne.

e Lecture :

L'efficacité antibactérienne a ét¢ déterminée par la mesure, a I'aide d'un pied a coulisse
ou d'une régle, du diamétre de la zone d'inhibition résultant des différentes concentrations des

extraits entourant les disques.

Selon Ponce et al, (2003) I'échelle de l'estimation de 'activité antimicrobienne et classé

comme suit :
- Non sensible (-) ou résistante : diametre moins de 8 mm.
- Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm.

- Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diameétre plus de 20 mm.
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Fig. 33: Protocole de I’évaluation de I’activité antibactérienne
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V. Résultats et discussion :
V.1. Screening phytochimique :
Les résultats de la mise en évidence de quelques classes de métabolites secondaires présents

dans l'extrait MeOH de la partie aérienne du S. marianum traduisent dans le (Tab 4).

Tab 4: Résultats des tests préliminaires de quelques métabolites secondaires du

S.marianum.

Test SM-MEOH Résultats

Alcaloides +
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Flavonoides +

Phénols +
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Tannins +

Terpenoides
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Coumarines +

Quinones
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Saponines

+ : Présent, - : Absent

L'analyse par criblage phytochimique de 1'extrait méthanolique de S.marianum a
permis de mettre en évidence la présence de plusieurs classes de métabolites secondaires
d'intérét pharmacologique. Les investigations qualitatives ont révélé la présence significative
d'alcaloides, de flavonoides, de composés phénoliques, de tanins. Tous ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Meelad, F. M et ces collaborateurs en 2023 [1], ainsi que de

coumarines au sein de cet extrait.

V.2. Teneur en polyphénols et flavonoides
V.2.1. Teneur en polyphénols totaux :
La quantification des polyphénols totaux a été réalisée par la méthode colorimétrique
de Folin-Ciocalteu, une approche largement reconnue et fréquemment appliquée pour

l'estimation de cette classe de composés. En effet, les résultats sont exprimés en pg
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Equivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg) en utilisant 1’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par I’acide gallique (Fig 34)

4-
Y =0,01435*%X + 0,2567
R?=0.9929

Absorbance (765 nm)
N

0 L] L] L] Ll ]
0 50 100 150 200 250

Concentration d'acide gallique pg/ml
Fig. 34: Courbe d'étalonnage de I’acide gallique
Les résultats obtenus de cette étude (Tab 5, Fig35) montrent que I'extrait SM-MeOH

est trés riche en polyphénols (41.55+1.81 mg EAG/g) que les flavonoides (20.86+0.1 mg
EAG/g)]2].

Tab 5: Teneur en polyphénols et flavonoides totaux des parties aériennes S.marianum

Extrait Polyphénols totaux (mg AGE /g) Flavonoides totaux (mg AGE /g)

SM-MEOH 41.55+1.81 20.86=0.1
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50 _
40— — E3 TFC (mgEQ/g)
30—
20.86=x0.1
20—
10—
0 1 I
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Fig. 35: Teneur en polyphénols et flavonoides totaux de la partie aérienne du
S.marianum
V.2.2. Teneurs en flavonoides totaux :
La teneur en flavonoides totaux a été estimée par la méthode colorimétrique a
base de trichlorure d’aluminium (AICl:),0u la quercétine utilisée comme standard. Les

résultats obtenus sont représentés dans (fig35, Tab5).

1.5~ Y = 0.02554*X + 0,007806
R’ = 0.,9965
E
=
g 1.0 4
]
=
=
5 0.5+
=2
-t
0.0' T T T L] 1
0 10 20 30 40 50

Concentration de la quercétine pg/ml

Fig. 36: Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

Ces résultats sont en accord avec ceux communiqués par Zhao et al. (2020) [2].

Ces derniers ont étudi¢ des extraits de Silybum marianum issus de diftférentes localités

en Chine. Dans leur analyse, les concentrations en flavonoides totaux variaient de 15,2 a 24,8
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ug EGA/mg, en fonction de 1'origine géographique et des conditions de culture des plantes.
En conséquence, la concentration de flavonoides obtenue dans notre extrait (20,86 ug
QE/mg) se situe dans la moyenne des valeurs recensées dans la littérature actuelle |2[. Ce
résultat confirme la richesse en flavonoides de 'espéce examinée et suggere une bonne
qualité de l'extrait analysé. Les résultats de 1'analyse révéelent la présence significative de
métabolites secondaires antioxydants dans I'extrait étudi¢. Cette concentration élevée en
composés phénoliques peut étre attribuée a la richesse de la plante en acides phénoliques,
tannins et autres hydroxylés, dont les effets positifs sur la santé humaine sont reconnus [3].
En effet, il ressort de cette analyse que la teneur en flavonoides est environ deux fois
inférieure a celle des polyphénols totaux. Ce résultat permet de mettre en exergue le fait que

les flavonoides constituent ainsi une sous-fraction spécifique de I'ensemble des polyphénols.

[4]

V.3. Evaluation de I'activité antioxydante in vitro :

V.3.1. Piégeage du radical 2-diphényl-picrylhydrazyl (DPPH)

L'activité antioxydante d’extrait SM-MeOH a été étudiée par sa capacité a réduire
le DPPH. L'interaction des composés antioxydants avec le DPPH est basée sur le transfert
d'un atome d'hydrogéne ou d'un ¢électron au radical DPPH et le convertit en 1, 1- diphényl-2-
picrylhydrazine |5[ [6] Le résultat de la réduction des radicaux DPPH provoque une
Décoloration de la couleur pourpre a la couleur jaune pale, ce qui démontre 1'activité de
piégeage du radicale DPPH [7]. Les valeurs équivalents grammiques élevées correspondent a
une activité antioxydante élevée [8].

Les résultats sont exprimés en ug EAA/mg (Tab6.). Les résultats obtenus démontrent
que l'extrait SM-MeOH manifeste une activité antioxydante significative, avec un résultat de
(21,58 + 0,23), dépassant de maniére significative les valeurs enregistrées pour le témoin
positif BHT, qui s'établit a (17,151 = 1,01), ainsi que pour l'acide ascorbique, avec une
concentration de 10,76 pg/ml. Cette observation suggére une capacité effective a capturer les
radicaux libres.

Cette propriété peut étre reliées a la richesse en substances phénoliques et flavonoides des
molécules renommeées pour leur efficacité antioxydante par transfert d’électrons et de protons
191

L'efficacité des flavonoides a neutraliser les radicaux libres via la réaction avec le DPPH
dépend de leur capacité a donner des atomes d’hydrogene, laquelle est influencée par leur

structure chimique [10]. Les flavonoides les plus actifs possédent notamment des groupes
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ortho-dihydroxyle, un hydroxyle en position 3, une double liaison C2-C3 conjuguée a un
groupe 4-o0xo0, ainsi que des hydroxyles en positions 3, 5 et 7, ce qui renforce leur pouvoir

antioxydant [11] [12]

Y =-0.03461*X + 0.8852
R’= 0.9957

Absorbance (517 nm)

0.0 T T T T 1
] 5 10 15 20 25

Concentration d'acide ascorbique pg/ml

Fig. 37: Courbe d'étalonnage d'acide ascorbique (test DPPH)

Tab 6: Capacité antioxydante (DPPH, TAC, PHE) de ’extrait SM. MeOH

Extrait MEOH BHT
Test
DPPH (mg EAA/g) 21,58+0,23 17,151+1,01
Phénanthroline (EAA/g) 32,49+0,25 111,51+0,92
TAC (mg EAA/g) 52,33+1,03 127,039+7,034

V.3.2. Capacité antioxydant totale (TAC)

L'activité antioxydante de 1'extrait SM-MeOH a été évaluée par la méthode au
phosphomolybdéne. Ce test mesure la capacité d'un extrait a détruire un radical libre par
transfert d'un €lectron [13] [14]. La capacité antioxydante totale (TCA) d’extraits de S.
marianum a ¢été mesurée sur la base de la réduction du molybdate (VI) en molybdate (V) [15].
Dans ce test I’acide ascorbique est pris comme standard dont la courbe d’étalonnage est sous

représentée. (Fig 38).
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Les résultats de ce test révelent que I’extrait méthanolique présente un pouvoir réducteur
significatif 52,33 = 1,03 ug EAA/mg. Ce résultat est inférieur a celui enregistré pour le BHT
127,39 + 7,034 ng EAA/mg (Tab 6). [16]

4- Y = 0,00632*X - 0.0002189
R? = 0.9902

34

Absorbance (695 nm)
N

0 260 460 B(I)O
Concentration d'acide ascorbique pg/ml
Fig. 38: Courbe d'étalonnage de I'acide Ascorbique (test TAC)
V.3.3. Activité de réduction par la formation du complexe Fe>-phénanthroline
Le pouvoir réducteur de l'extrait étudié a été évalué par le test Phénanthroline. Dans ce

Test 1’acide ascorbique est pris comme standard dont la courbe d'étalonnage est sous
Représentée (Fig39), et les résultats Sont exprimés en pg EAA /mg.

0.89 y=0.0071x+0.2433
R2=0.99

Absorbance
o o
-3 (2]
1 1

e
M
1

o
(=]

T T 1

20 40 60
[1pg/ml

=]

Fig.39 : Courbe d'étalonnage de 1'acide Ascorbique (test Phénanthroline).

Les résultats de ce test révelent que l'extrait méthanolique présente un pouvoir réducteur
Significatif 32,49+0,251g EAA/mg. Ce résultat est inférieur a celui enregistré pour le BHT
(111,51£0,92ug EAA/mg) (Tab6).
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Fig. 40: Capacité antioxydant totale (TAC) de I’extraits SM-MeOH

V.4. Evaluation de l'activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de 1'extrait de S. Marianum sur deux souches bactériennes
(E. coli, S. aureus) par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé¢ solide
(Muller Hinton) est évaluée en fonction du diamétre de la zone d'inhibition qui entoure les

disques testés contre ces deux pathogenes. Cette évaluation est réalisée apres 24 heures
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D’incubation a une température appropriée de 37 °C. Les résultats de deux lectures obtenues

sont présentés par la suite (Fig 41,42, Tab 7)

Antibiotique tétracycline utilisée pour
E. coli

Antibiotique tétracycline utilisée pour
5. aureus

Fig. 41 : Résultats de la technique de diffusion en milieu solide sur I’extrait




=3 /[ .coli

20 == S aureus

RRERRARRS

Zone d'inhibition (mm)

25 50 100 25 50 100
| mg/mL]

Fig. 42 : Diamétres d’inhibitions (mm) de I’extraits vis a-vis des souches bactériennes

testées.
Tab 7 : Zone d’inhibition (mm) en relative a la croissance bactérienne
Extrait MeOH Gentamicin
e
Microoorganisme 100 50 25
(0.01mg/ml)
15.5£0.5 mm | 13.2+0.5 mm 11.8+0.5 mm 23 mm=0.5
E.coli mm
13.8+0.5 mm | 12.4.0.0 mm 9.54 £0.5mm 22mm=0.5
S.aureus mm

Selon la (Fig 42, Tab7) on observe :
v/ Une inhibition bactérienne pour E. coli (en violet) et S. aureus (en bleu), exposées a trois
dosages croissants de l'extrait de Silybum marianum (25, 50 et 100 mg/ml).
v Les zones d'inhibition augmentent proportionnellement avec la concentration de 1’extrait
pour les deux souches, indiquant une corrélation dose-réponse positive. Cela révele une

efficacité étendue a des concentrations plus élevés.
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L'extrait est donc considéré comme actif, car son diametre d'inhibition est supérieur a § mm

[17]

E. coli présente une sensibilité plus marquée a toutes les concentrations, avec des

Zones d'inhibition constamment plus larges que celles de S. aureus. Cela peut s'expliquer par
la composition de la paroi cellulaire [18]

La paroi cellulaire de E. coli, possede avec une fine couche de peptidoglycane entre deux
membranes et la membrane externe, riche en lipopolysaccharides, agit comme barriére contre
certaines substances, notamment des antibiotiques. Toutefois, la présence de porines permet
le passage de molécules hydrophiles, facilitant ainsi 1’entrée de certains antibiotiques et
pouvant entrainer des zones d’inhibition plus larges.

E. coli étant une bactérie Gram négative, tandis que certains extraits végétaux, en

particulier Les flavonoides et les composés phénoliques, peuvent altérer les membranes
Lipopoly- saccharidique [19]

En revanche, les bactéries a Gram positif, telles que S. aureus, présentent une paroi cellulaire
constituée d'une épaisse couche de peptidoglycane sans membrane externe. Cette structure
dense peut offrir une résistance accrue a la diffusion de certains agents antimicrobiens, ce

qui peut se traduire par des zones d'inhibition plus réduites lors des tests de sensibilité.

S. aureus, bien que Gram-positive, montre aussi une sensibilité, ce qui révele une activité a
large spectre de I’extrait SM-MeOH. Ces résultats sont en accord avec ceux de 1'étude de
Cowan M.M. (1999) [20] , qui a démontré que les extraits végétaux, contenant des
composés tels que tels que les flavonoides, les tanins ou les huiles essentielles, peuvent
posséder une

activité antimicrobienne a la fois contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Cette

propriété expliquerait leur efficacité a large spectre, y compris contre S. aureus.
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CONCLUSION

Les plantes médicinales présentent des propriétés biologiques et pharmacologiques
remarquables, ce qui explique leur utilisation diversifiée dans des secteurs tels que la
médecine, la pharmacie, la cosmétologie et I’agriculture. Cet engouement croissant
s’explique par leur teneur €levée en métabolites secondaires, composés actifs reconnus pour
leur potentiel antioxydant et antibactérien.

Le présent travail est consacré a 1’étude phytochimique et biologique d’une plante
Algérienne appartenant a la famille des astéracées. 11 s’agit de Silybum marianum (L).

Un screening phytochimique ainsi qu’une quantification des phénols et flavonoides ont
Eté faite. Les résultats enregistrés lors de cette étude ont mis en évidence la présence de
Différentes classes de métabolites secondaires tels que les phénols, les flavonoides et les
Tannins, Alcaloides, Coumarines. Il a noté aussi que 1’extrait brut SM-MeOH a enregistré un
taux significatif en polyphénols et flavonoides.

L’activité antioxydante de 1”extrait brut (SM-MeOH) a été réalisée par trois méthodes
(DPPH, TAC et phénanthroline). Les résultats obtenus ont révélé que I’extrait brut étudie
Présente une bonne activité antioxydante.

L’activité antibactérienne de 1’extrait de S. marianum sur deux souches bactériennes (E.
coli, S. aureus) est effectuée par la méthode de diffusion sur disques. Les résultats indiquent
que les zones d’inhibition augmentent proportionnellement avec la concentration de

I’extrait pour les deux souches, révélant une activité antibactérienne significative.
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RESUME

Silybum marianum chez les seniors est principalement motivé par ses bénéfices santé
percus, nécessite une ¢tude approfondie en médecine traditionnelle. Cette plante médicinale
est largement utilisée pour ses substances bioactives aux propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires puissantes.

Ce travail explore les composés phytochimiques antibactériens et le potentiel
antioxydant du Silybum marianum, en vue d'évaluer ses applications thérapeutiques contre
des pathogeénes humains.

L'extraction des composés de la plante a été réalisée par macération a chaud en utilisant
le méthanol comme solvant extracteur.

Le criblage phytochimique de I'extrait a révélé une présence remarquable de
métabolites secondaires des flavonoides, des coumarines, des tanins, des alcaloides et des
composés phénoliques.

Le dosage des différents composés phénoliques a été réalisé et les valeurs trouvées ont
montré la richesse de cette plante en polyphénols totaux et en flavonoides. La teneur en
polyphénols a été déterminée par spectrophotométrie a l'aide de la méthode de Folin-
Ciocalteu, tandis que les flavonoides sont déterminés par la technique du trichlorure
d'aluminium (AICI3).

Les analyses chimiques ont révélé une teneur en flavonoides de (20,86 + 0,1 pg EQ/mg),
tandis que la concentration en polyphénols s'établit a (41,55 + 1,81 ug EGA/mg) Ces résultats
indiquent une prépondérance des composés phénoliques par rapport aux flavonoides.

Ensuite, 'activité antioxydante de l'extrait est mesurée par trois méthodes, a savoir le test
du DPPH, de TAC et le test de phenantroline. Les résultats ont démontré une activité
antioxydante significative pour l'extrait selon les trois méthodes d'évaluation.

Enfin, l'activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de diffusion des disques sur
un milieu gélosé solide (Mueller-Hinton) sur les deux souches bactériennes Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) et Escherichia coli (ATCC 25922). Les résultats obtenus ont montré
que notre extrait est considéré comme actif,

En résumé, L'étude confirme le potentiel thérapeutique de I’espece Silybum marianum,
soulignant la nécessité de recherches approfondies sur leurs composés actifs, méthodes
d'extraction, et essais in vivo pour une application clinique optimale.

Mots-clés : Silybum, Activité antibactérienne, Activité antioxydante, DPPH, TAC, Phénanthroline,



ABSTRACT

Silybum marianum in seniors, motivated by its perceived health benefits, requires
further study in traditional medicine.

Milk thistle, a medicinal plant widely used for its bioactive substances and potent
antioxidant and anti-inflammatory properties.

This work explores the antibacterial phytochemicals and antioxidant potential of
Silybum marianum, with a view to evaluating its therapeutic applications against
human pathogens.

Extraction of the plant compounds was carried out by hot maceration using
methanol as the extracting solvent.

Phytochemical targeting of the extract revealed a remarkable presence of
secondary metabolites of flavonoids, coumarins, tannins, alkaloids, and phenolic
compounds

The various phenolic compounds were assayed, and the values found demonstrated the
plant's richness in total polyphenols and flavonoids. The polyphenol content was determined
spectrophotometrically using the Folin Ciocalteu method, while the flavonoids were
determined using the aluminum trichloride (AICI) technique.

Chemical analyses revealed a flavonoid content of (20.86 = 0.1 ng EQ/mg), while the
polyphenol concentration was (41.55 + 1.81 ng EGA/mg). These results indicate a
preponderance of phenolic compounds over flaxsnoids.

Then, the antioxidant activity of the extract was measured by three methods, namely the
DPPH test, TAC test, and the phenantroline test. The results demonstrated significant
antioxidant activity for the extract according to the three evaluation methods.

Finally, the antibacterial activity was carried out by the disk diffusion method on a
solid agar medium (Mueller-Hinton) on the two bacterial strains Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) and Escherichia coli (ATCC 25922). The results obtained showed that our
extract is considered active.

In summary, the study confirms the therapeutic potential of the species Silybum marianum,
highlighting the need for further research on their active compounds, extraction methods, and
in vivo testing for optimal clinical application.

Keywords: Silybum, Antibacterial activity, Antioxidant activity, DPPH, TAC, Phenanthroline,
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Résumé

Silybum marianum chez les seniors est principalement motivé par ses bénéfices santé pergus, nécessite une étude
approfondie en médecine traditionnelle. Cette plante médicinale est largement utilisée pour ses substances bioactives
aux propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires puissantes. Ce travail explore les composés
phytochimiques antibactériens et le potentiel antioxydant du Silybum marianum, en vue d'évaluer ses applications
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