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Résumé 

 
L’extraction par CO2 supercritique démontre les avantages d’un procédé de chimie verte en 

comparant ce procédé à la méthode d’extraction par solvant organiques et en tenant compte 

du degré de toxicité et de pollution du solvant. L’extraction par solvants organiques met en 

évidence l’influence du solvant d’extraction  alors que l’extraction par CO 2-SC met en 

évidence l’influence de différents paramètres dont la pression, la température, le temps de 

contact entre la matrice végétale et le CO2-SC, le diamètre moyen des particules et l’ajout 

d’un co-solvant. L’analyse chromatographique a permis d’identifier et de quantifier les 

flavonolignanes (silychristine, silydianine, silybine, taxifoline) dans les extraits de graines 

obtenus par solvants organiques et par CO2-SC avec co-solvant. A 220 bar, les concentrations 

en   silydianine  (38,87 mg/g) et en silybine (45,91mg/g) sont les plus élevés et à 40°C les 

concentrations en silychristine (31,97mg/g), en silydianine (38,87 mg/g) et en silybine 

(45,91mg/g) sont les plus importantes. Les extraits huileux obtenus à 220 bar et à 40°C des 

graines de Silybum marianum sont riches en acides gras : acide linoléique (65,22%), acide 

oléique (27,01%), acide palmitique (12,12%). 

L’activité antioxydante a été évaluée par deux tests : test DPPH et test ABTS. Ces deux tests 

sont complémentaires et ont permis de conclure que l’extrait ayant un effet antioxydant le 

plus important est l’extrait obtenu par CO2-SC à 220 bar et à 40°C. 

L’activité biologique de cet extrait est mise en évidence par rapport à une lignée cellulaire 

cancéreuse du colon Caco-2. La silychristine, la silydianine et la silybine ainsi que l’extrait 

obtenu par CO2-SC avec co-solvant (éthanol) à 220 bar et à 40°C ont été testés vis à vis de 

cette lignée cancéreuse. Ces expérimentations in vitro reflètent une activité cytotoxique 

quantifiable et une mortalité cellulaire des Caco-2  des flavonolignanes allant jusqu’à 71%. 

Mots clés : Extraction, CO2 supercritique, flavonolignanes, acides gras, activité 

anticancéreuse, lignée cancéreuse du colon Caco-2 

 



 

 

Abstract 
The supercritical CO2 extraction demonstrates the benefits of green chemistry process 
comparing with the method of organic solvents extraction and depending to toxicity and 
pollution solvent degree. Organic solvents extraction shows the solvent extraction influence, 
so that the SC-CO2 extraction highlights different parameters including pressure, temperature, 
contact time between the plant matrix and CO2 SC, the average particle diameter and the 
addition of a cosolvent. Chromatographic analysis identified and quantified four 
flavonolignans (silychristin, silydianin, silybin, taxifolin) in seed extracts obtained by organic 
solvents and SC-CO2 with cosolvent.  

At 220 bar, silydianin (38.87 mg / g) and silybin (45.91 mg / g) have highest concentrations 
and at 40 ° C silychristin (31.97 mg / g), silydianin (38.87 mg / g) and silybin (45.91 mg / g) 
have the most important concentrations. The oily extracts obtained at 220 bar and 40 ° C of 
Silybum marianum seeds are rich in fatty acids: linoleic acid (65.22%), oleic acid (27.01%), 
palmitic acid (12.12%).  

The antioxidant activity measured by two tests: DPPH and ABTS test. These two tests are 
complementary and confirm that the extract with the higher antioxidant effect is the extract 
obtained by SC-CO2 at 220 bar and 40 ° C. The biological activity of this extract is 
demonstrated with respect to a colon cancer cell line Caco-2. Silychristin, silydianin and 
silybin and the extract obtained by CO2-SC with co-solvent (ethanol) at 220 bar and 40 ° C 
were tested with respect to this line cancer. These experiments in vitro cytotoxic activity 
reflect estimable and cell death of Caco-2 flavonolignans of up to 71%. 

Keys words: Extraction, supercritical CO2, flavonolignans, fatty acids, anticancer activity, 
colon cancer cell line Caco-2 
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DU145 : lignée de cellules tumorales de la prostate  
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INTRODUCTION GENERALE 

Le monde végétal de part sa richesse en végétaux représente une source inépuisable de 

composés  actifs capables de synthétiser par voie métabolique des molécules bioactives afin 

de faire face aux stress biotiques et abiotiques. Ces molécules grâce à leurs activités 

biologiques sont une réponse concrète à plusieurs maladies qui touchent l’humanité. Ces 

maladies mettent en exergue le rôle néfaste des processus oxydatifs de type radicalaire  dans 

la genèse et le suivi d’un nombre de plus en plus croissant de maladies mortelles.  

Les antioxydants font aujourd’hui l’objet de nombreuses études afin d’apporter des 

solutions au stress oxydant, source de ces maladies, et constituent aussi un grand intérêt dans 

de nombreux domaines cosmétique, agroalimentaire et pharmaceutique. Ils peuvent 

neutraliser les radicaux libres qui causent un dommage oxydatif au niveau des molécules 

biologiques de notre organisme plus particulièrement les protéines, les lipides et les acides 

nucléiques.  

Notre organisme est doté d’un système endogène de protection contre les radicaux 

libres (catalase, superoxyde dismutase, glutathion peroxydase/réductase) et lors d’un 

déséquilibre (stress oxydatif, contamination, exposition aux rayonnements UV, maladies, 

vieillissement, cigarettes…), la production de radicaux libres augmente d’une façon 

significative et le système de défense endogène s’avère insuffisant.  

La solution alternative trouvée depuis des années est la synthèse de molécules 

bioactives afin de répondre aux exigences industrielles et aux impératifs économiques. Par 

contre cette solution reste inappropriée du point de vue respect de l’environnement et de la 

nature, et l’intégration de molécules d’origine naturelle constitue une alternative intéressante. 

La valorisation des molécules d’origine naturelle est un potentiel économique important et un 

outil de  l’émergence et du développement d’un nouveau concept : la chimie verte. 

Ce concept s’est aussi basé sur les techniques innovantes d’extraction et l’isolement 

des molécules bioactives des matrices végétales ainsi que sur le développement de nouvelles 

technologies dans le domaine de la chimie analytique qui a ouvert la porte à l’exploration de 

la flore. 
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La richesse et la diversité en végétaux du contour méditerranéen  et surtout la 

particularité de son climat et de ses sols lui confère une place privilégiée pour l’exploitation 

des plantes, certaines d’entre elles poussent spontanément et ceci représente un intérêt 

primordial dans le domaine agronomique et médicinal. C’est le cas du Silybum marianum.L 

qui autrefois a été employé dans des préparations culinaires. Aujourd’hui, des 

pouvoirs hépatoprotecteur, sédatif,  digestif, hémostatique, anti- inflammatoire et diurétique 

ont été attribués à ce végétal et des études récentes ont démontré que cette plante possède des 

propriétés anti-tumorales et anti-cancérigènes. Elle est la base de plusieurs médicaments et de 

préparations pharmaceutiques en cours d’essais cliniques agissant contre les lésions 

hépatiques causés par le VIH  qui fait de plus en plus de ravage dans le monde et qui crée un 

réel danger pour l’humanité.  

Actuellement, les procédés d’extraction mis en œuvre sont principalement 

l’hydrodistillation, qui présente le risque de dégradation thermique des molécules les plus 

intéressantes, et l’extraction par solvants organiques, qui présente la difficulté d’éliminer les 

traces de solvant du produit final.  

Par contre les procédés utilisant les fluides supercritiques, freinés dans leur 

développement par des coûts d’investissements supérieurs à ceux des procédés traditionnels, 

connaissent actuellement un gain d’intérêt lié entre autres aux contraintes environnementales 

de plus en plus fortes pesant sur l’utilisation des solvants traditionnels.  

L’augmentation des risques environnementaux et professionnels due à la 

modernisation et l’industrialisation a permis le développement accru de diverses maladies 

telles que les troubles cardiovasculaires, le diabète, l’obésité et le cancer. Le plus dangereux 

étant le cancer avec une charge économique imposante et d’importantes implications soc iales 

et psychologiques. Au fil des années, des efforts considérables ont été consacrés à déterminer 

les facteurs de risque pour le développement du cancer, de nombreuses études 

épidémiologiques ont conclu que les variations géographiques de l'incidence du cancer 

partout dans le monde sont associés principalement au style de vie, aux habitudes alimentaires 

et en particulier à l'environnement. 

Dans ce contexte, l’objectif de ce travail a été de valoriser la graine de Silybum 

marianum.L tout en participant à l’avancée des technologies mettant en évidence des 

techniques d’extraction d’identification et d’analyses des molécules bioactives des graines.  
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L’étude de l’activité antioxydante et anticancéreuse des extraits de la graine du 

Silybum marianum.L figure dans l’un des principaux objectifs des travaux menées afin 

d’évaluer les principes actifs en terme de valeur thérapeutique potentiellement utilisable en 

pharmacie. 

Le premier chapitre de cette thèse est consacré à la description botanique de la plante 

et de la graine du Silybum marianum.L, ainsi qu’une synthèse bibliographique sur leurs 

molécules bioactives à savoir les antioxydants, les acides gras de l’huile et leurs effets 

thérapeutiques et surtout leurs activités anticancéreuses. Dans ce même chapitre, nous 

présentons les différentes techniques d’extraction et nous nous étendrons sur l’extraction par 

CO2 supercritique et ses propriétés.  

Le matériel et les méthodes utilisés dans l’extraction des principes actifs de la graine 

sont menés dans le second chapitre et les résultats des différentes extractions et leurs 

comparaisons sont discutés dans la seconde partie de ce chapitre. L’influence des principaux 

paramètres d’extraction par CO2 supercritique est aussi mise en évidence.  

Dans le troisième chapitre, nous étudions les molécules bioactives du Silybum 

marianum.L et plus particulièrement l’analyse des acides gras par chromatographie gazeuse et 

l’identification des flavonolignanes qui sont une classe des flavonoïdes spécifiques de cette 

graine et de quelques rares plantes. Nous avons aussi mis en évidence l’influence de la 

pression et de la température du CO2 supercritique sur l’extraction des molécules extractibles. 

Dans le dernier chapitre, nous avons étudié les activités biologiques des extraits de la 

graine qui consistent à réaliser des tests antioxydants et à évaluer leurs activités cytotoxiques 

vis-à-vis d’une lignée de cellules cancéreuses du colon.  

Notre travail s’achève par une conclusion générale où nous exposerons les principaux 

résultats de notre étude afin de mettre en relief les conditions d’extraction optimales dans le 

but d’extraire la majorité des flavonoïdes ayant les plus importantes activités biologiques. 
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Chapitre I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

I.Généralités sur le Silybum marianum 

I.1.Histoire de la plante   

Silybum marianum est une plante spontanée ou encore herbe ‘mauvaise’ identifiée 

depuis deux mille ans par sa valeur estimable en thérapeutique. Elle a été utilisée comme 

médicament populaire et traditionnel en Europe et en Asie (Morazzoni et al ., 1993).  

 C’une une plante résistante  grâce à la répartition de ces graines sur et en dessous de 

la surface du sol. Elle ne succombe pas facilement aux différentes tentatives de pâturage  

(Bonnier ,1990).  

On disait autrefois que le nom de chardon Marie venait d’une légende datant du 

Moyen-âge. Lors  son voyage de l’Egypte vers la Palestine, la Vierge Marie voulant 

dissimuler son enfant Jésus aux troupes d’Hérode le Grand, l’aurait déposé  dans les larges 

feuilles de chardon Marie. D’après cette légende, les tâches blanches au niveau des nervures 

des feuilles caractéristiques de l’espèce sont des traces ‘héréditaires’ qui proviendraient des 

gouttes de lait de la Vierge Marie.  

Cité dans la Bible, le terme Silybum  était déjà cité par Plime et Discoride dans son 

materia medica comme une plante médicinale du genre chardon ; le nom dérive du grec 

Silybon ou Silybos qui veut dire houppe (Rodzko, 2000). Le nom a été donné à d’autres 

chardons comestibles et plus précisément aux deux espèces de ce genre, c’est le seul 

représentant connu du genre Silybum, certains auteurs mentionnent cependant une seconde 

espèce, Silybum eberneum (Julve, 1998) (Rodzko, 2000). Le terme marianum se  référe à La 

Vierge Marie (Morazzoni et Bombardelli, 1995).  

I.2. Noms de la plante  

Noms communs : Chardon-Marie, Chardon argenté ou marbré, Chardon de Notre-                 

Dame, artichaut sauvage, silybe de Marie (Rodzko, 2000). 

Nom botanique: Silybum marianum Gaerthn ; Carduu maculatus L;Cirsium maculatum 

Scop; Silybum maculatum Mœnch ; Carduus Mariæ Crantz ; Silybum Mariæ S-F 

GrayCarthamus maculatus Lamp 

Nom anglais: Milk thistle; Blessed Milkthistle 

Nom arabe et tunisien: Bôq  

Nom chinois : Shui Fei Ji. 

Nom allemand: Mariendistel 
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Nom italien : Cardo mariano ou Santa Maria (Bonnier ,1990). 

I.3. Classification botanique  

Le tableau I.1 représente la classification du Silybum marianum selon Lignée (Bonnier 

,1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau I. 1 Classification de Silybum marianum (Bonnier ,1990). 

 

La famille des Astéracées est caractérisée par deux caractères principaux : 

 des anthères soudées entre elles par leurs bords latéraux  

 des fleurs groupées en capitule entouré d’un involucre formé par des bractées.  

Un grand nombre d’Astéracées sont comestibles et plusieurs d’entre elles sont 

cultivées comme des plantes ornementales et renferment des principes actifs ou des essences 

aromatiques très utilisées en médecine (Bonnier ,1990). 

I.4. Localisation et répartition géographique  

Le chardon Marie affectionne particulièrement les lieux secs et ensoleillés, souvent sur 

sols acides, secs et cailleux (Morazzoni et Bombardelli, 1995). 

Cette plante pousse essentiellement dans un climat chaud et tempéré et ne pousse 

qu’au-dessus de 700 mètres d’altitude. Sa répartition géographique est concentrée sur le 

pourtour méditerranéen (Rodzko, 2000). Elle est réellement originaire des lieux incultes des 

pays du Maghreb, de l’Europe, et de l’Asie de l’Ouest grâce au climat favorable qu’offrent 

ces pays. Elle est aussi cultivée en Californie et dans l’Est des Etats-Unis. Elle pousse dans les 

jardins mais elle est plus dominante dans les champs incultes, dans les pâturages, le long des 

bordures des sentiers et entre les décombres (Morazzoni et Bombardelli, 1995). La carte de la 

Phylum Phanérogames 

Sous-phylum  Angiospermes 

Classe  Magnoliopsida 

Ordre  Astrales 

Famille  Asteraceae (Composées) 

Sous-famille  Tubuliflores 

Genre  Silybum  

Espèces Silybum marianum (L).Gaerthn ,1791  
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figure  I.1 explique la répartition de cette plante en Afrique, en Europe et en Amérique 

(www.plants.usda.gov). 

 

Figure  I.1. Répartition de Silybum marianum en Afrique (a), en Europe (b)  

et en Amérique (c) (www.plants.usda.gov) 
 

I.5. Morphologie de la plante 

Les différents organes (racine, tige, feuilles, fleurs, graines) de la plante de Silybum 

 marianum ainsi que leurs parties sont schématisés figure I.2. 

 

Figure I. 2 Parties de la plante de Silybum marianum (www.alchemy-works.com) 

(a) (b) (c) 

http://www.plants.usda.gov/
http://www.plants.usda.gov/
http://www.alchemy-works.com/
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Les espèces de Silybum se distinguent  les unes des autres grâce à leurs parentés 

phylogénétiques qui existent entre les classes du règne végétal.  

Racines : La tige du Silybum marianum s’appuie sur une épaisse racine principale 

développée, fibreuse, pivotante, forte, longue et épaisse.  

Tige : De plus d’un mètre d’hauteur, c’est une tige cannelée, dressée et rameuse.  

 
Figure I. 3 Tiges de chardon Marie (www.discoverlife.org) 

Feuilles : Elles sont vertes, luisantes et en général largement tachetées de blanc le long des 

nervures bordées de dents épineuses dont l’épine est jaune et très puissante. Les feuilles 

moyennes et inférieures sont allongées, aiguës et embrassent largement la tige par leur base. 

Les feuilles inférieures ont un pétiole, elles sont relativement très grandes, à limbe 

profondément  divisé en segments élargis  (Morazzoni et al. ,1993).    

 
Figure I. 4 Feuilles de chardon Marie (www.themediteckwellnessgateway.com) 

Fleurs : les capitules de fleurs sont violets (figure I.5).  Les fleurs sont  à 5 étamines qui 

forment un tube autour du style. Elles fleurissent depuis le mois de juin jusqu’au mois d’août 

http://(www.discoverlife.org/
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en Europe et en Asie (Morazoni et al. ,1993).  

    
Figure I. 5 Fleurs de chardon Marie : fraiches (a) et sèches (b) (www.freeflowerpictures.net) 

Fruits : (figure.I.6) sont sous forme de graines noires, luisantes, légèrement aplaties, plus ou 

moins marbrées de jaune. Elles sont lisses ou finement ridées, couronnées avec les touffes 

plumeuses ; chacune d’elles est insérée sur une sorte de disque (formé par le pédoncule très 

réduit), d’apparence cornée et portant au centre une sorte de cylindre court qui prése nte à son 

sommet 3 à 5 petits mamelons (Morazzoni et al. ,1993).  

    
Figure I. 6 Graines de chardon Marie : libres (a) et attachés à la fleur (b) 

(www.sciencephoto.com) 

I.6. Cycle de vie  

Le Silybum marianum est, du point de vue écologique, un végétal xérophile (adapté 

aux climats secs), nitrophile (préférence pour les milieux riche en azote) et thérophyte 

(poussant pendant la saison froide à l’état de graine).  

(a) 

(a) (b) 

(b) 

http://freeflowerpictures.net/
http://www.sciencephoto.com/
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Le chardon Marie est une plante annuelle. La germination  se produit en général en 

automne et survient au début  de la saison de croissance. Lorsqu’il se produit un retard de la 

saison de printemps ou encore d’hiver, elle change et devient une plante bisannuelle  

(Messegue, 1975). Les basses températures de l’hiver favorisent l’apparition des fleurs qui 

forment les bourgeons de la plante. Ces derniers donnent 55 capitules en moyenne et 190 

graines soit environ 6350 graines pour une seule plante (Burnie, 1997).  

Presque la quasi-totalité (95%) de ces graines, qui ne passent par aucune phase de 

dormance, seront capables de germer au cours du cycle suivant et peuvent rester  viables 

pendant neuf ans (Sindel, 1991). La floraison débute dès le mois de juin jusqu’au mois d’août. 

C’est une floraison basée sur une inflorescence de type racème de capitule. A la fin de l’été, 

les graines sont complètement séchées.  La pollinisation est autogame (par autofécondation) ou 

encore entomogame (la fécondation se fait par divers moyens : les insectes, le vent, etc). Le 

Silybum marianum est une espèce hermaphrodite (ayant des organes reproducteurs des deux 

sexes mâle et femelle) (Guittoneau et Huon, 1983).  

Grâce à son cycle de vie et à sa croissance, le chardon Marie peut envahir une 

importante superficie. Le tableau I.2 récapitule les principales caractéristiques botaniques du 

chardon Marie.  

Type d’inflorescence Racème de capitule  

Répartition des sexes Hermaphrodite 

Type de pollinisation  Entomogame, autogame 

Période de floraison  juin à août  

Type de fruit  Akène 

Mode de dissémination  Anémochore 

Type d’habitat Friches vivaces  

Aire de répartition Méditerranée 

Tableau I. 2. Tableau récapitulatif des caractéristiques de Silybum marianum (Burnie, 1997) 
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I.7. Composition chimique  

I.7.1. Composition chimique de la graine  

Le Silybum marianum est un végétal riche en composés actifs de point de vue 

médicinal, ses propriétés sont dues à la présence de la silymarine. La graine de Silybum 

marianum contient un taux élevé de silymarine (qui peut être extraite séparément ou séparé 

des différents composés de l’huile) d’où l’intérêt porté à cette partie de la plante (Karkanis et 

al . ,2001)  

 La graine contient en fait 4 à 6 % de silymarine (Saller, 1995) dont 70-80% de 

flavonolignanes et 20-30% de composés polyphénoliques oxydés non identifiés (Svobodova 

et al . ,2006).  

Cette graine contient aussi  des lipides à 30-20 %, des protéines à 25-30 % et des 

minéraux dont les teneurs varient selon l’organe étudié (Saller, 1995 ; Meschy et Guenguen, 

1995).  

Le chardon Marie présente des teneurs élevées en calcium dans tous les organes du 

végétal (feuilles, graines, tige, racines) ce qui donne à cette plante une valeur alimentaire très 

importante (Amrani,  2006). Le phosphore reste le minéral qui distingue les graines de chardon 

Marie avec une teneur de 0,6  g.kg-1MS (matière sèche) plus élevée que celle des feuilles et de 

la tige (respectivement 0,2 et 0,15 g.kg-1MS). Les feuilles se distinguent par des teneurs 

importantes en sodium, en magnésium et en calcium alors que la tige est riche en potassium 

(Amrani, 2006).  

I.7. 2.Huile et  acides gras de la graine de Silybum marianum  

L’huile extraite des graines de Silybum marianum contient essentiellement des lipides, 

de la vitamine E (50 à 60 mg/100g (Garner, 2004)), et des flavonoïdes (0.25%, (Garner, 

2004)) (Li et al. ,2011).  Sa teneur élevée en acides gras insaturés (56% de polyinsaturés et 21 

% de mono-instaurés) lui permet d'entrer dans les régimes anti-cholestérol et pour la 

prévention des maladies cardio-vasculaires (El-Mallah et al. ,2003).  

Les lipides ont un rôle énergétique (1g de lipides = 9 kcal), ils sont les principaux 

constituants de la membrane cellulaire, et interviennent dans les communications intra et 

intercellulaires. En fait les acides gras sont les constituants élémentaires des lipides ; ce sont 

des molécules organiques comprenant une chaîne carbonée terminée par un groupement 

carboxylique. Cette chaîne carbonée peut être dépourvue de toute double liaison et, dans ce 

cas, les acides gras sont dits saturés (AGS). Elle peut aussi présenter une ou plusieurs 
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double(s) liaison(s), les acides gras sont alors désignés sous les termes de monoinsaturés 

(AGMI) ou polyinsaturés (AGPI). Alors que les acides gras saturés, les monoinsaturés et une 

partie des polyinsaturés sont synthétisés dans l’organisme, les acides gras polyinsaturés des 

familles oméga 6 et oméga 3, ou tout du moins les acides linoléique et alpha- linolénique, 

doivent être apportés par l’alimentation (Cuvelier et al. ,2004). 

Les acides gras insaturés sont classés en  familles par rapport à la première double 

liaison côté méthyl terminal. Ainsi, les acides gras des familles oméga 6 (n-6 ou ω6) et 

oméga 3 (n-3 ou ω 3) ont pour caractéristique d’avoir leur première double liaison située 

respectivement à 6 carbones (n-6) et 3 carbones (n-3) de l’extrémité méthyl. Ces deux doubles 

liaisons sont impossibles à insérer chez l’homme et l’animal. Par contre, l’organisme humain 

et l’organisme animal peuvent ajouter aux deux acides gras indispensables (Figure I.7) (acide 

linoléique C18:2 n-6 et acide alpha- linolénique C18:3 n-3) des doubles liaisons 

supplémentaires, vers l’extrémité carboxyle, et allonger la chaîne à cette extrémité (Cuvelier 

et al. ,2004). 

L’ensemble des dérivés obtenus, ajoutés aux deux acides gras indispensables 

précurseurs, constitue les deux familles d’acides gras essentiels, nécessaires au maintien d’une 

fonction biochimique, cellulaire ou physiologique donnée.  

 
Figure I. 7 Structure des principaux acides gras (Touitou, 2006) 

Dans la représentation schématique des acides gras, la chaîne carbonée est symbolisée 

par une succession d’atomes de carbone reliée entre eux par des liaisons covalentes. Le 

tableau I.3  illustre les acides gras et leurs formules chimiques contenus dans l’huile extraite 

des graines de Silybum marianum (Cuvelier et al. ,2004). 
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Structure Taxonomies Nom 
commun 

Formule chimique  

C12:0 
 

Acide  
didécanoïque 

Acide 
laurique 

 
C14:0 

 
Acide  
tétradécanoïque 

Acide 
myristique 

 
C16:0 

 
Acide 
hexadécanoïque 

Acide 
palmitique 

 
C16:1 

 
Acide -7 Cis-9 
hexadécaenoïque 

Acide 
palmitoléique 

 
C18:0 

 
Acide 
octadécanoïque 

Acide 
stéarique 

 
C20:0 

 
Acide  
eicosanoïque 

Acide 
arachidique 

 
C22:0 

 
Acide 
docosanoïque 

Acide 
behénique 

 
C18:1 

 
Acide -9 Cis-9 
octadécaénoïque 

Acide 
oléique 

 
C18:2 

 
Acide -6 Cis-9,12 
octadécadiénoïque 

Acide 
linoléique 

 
C18:3 

 
Acide -6 Cis-6,9,12 
octadécatriénoïque 

Acide 
linolénique 

 

 
Tableau I. 3 Structure et taxonomies des acides gras (Cuvelier et al.,2004). 
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II. Les antioxydants naturels 

II.1. Définition  

Dans la nature, chaque organisme a pu mettre en œuvre un ou plusieurs systèmes de 

défense et de protection naturels pour lutter contre les agressions. Parmi eux  ils existent les 

antioxydants qui ont été définis et mis en évidence en 1990 par Halliwell.  

Un antioxydant est une molécule qui peut inhiber ou même retarder le phénomène 

d’oxydation, alors qu’elle présente une très faible concentration dans le milieu dans lequel 

elle intervient (acides aminés, lipides, protéines, carbohydrates, ADN), et ce en augmentant le 

temps au bout du quel intervient une altération décelable du produit (Tessier et Marconnet, 

1995)  

L’organisme est équipé d’un système complexe de défenses antioxydantes 

enzymatiques et non enzymatiques présents aussi bien dans les compartiments intra- et 

extracellulaires (Mette et Berger, 2006).  

Parmi les mécanismes les plus importants dans lesquels interviennent les antioxydants 

est l’interruption des réactions d’oxydation et par définition l’oxydation fait partie d'une 

réaction d'oxydoréduction qui transfère des électrons d'une substance vers un agent oxydant. 

Cette réaction peut produire des radicaux libres qui entraînent des réactions en chaîne 

destructrices. Les antioxydants sont capables de stopper ces réactions en chaîne en s'oxydant 

avec les radicaux libres et en inhibant ainsi leur action. Ces propriétés se trouvent beaucoup 

dans les familles des thiols et des phénols… (Mette et Berger, 2006).  

Bien que les réactions d'oxydation soient nécessaires à la vie, elles peuvent aussi être 

destructrices : les plantes et les animaux utilisent et produisent de nombreux antioxydants 

pour se protéger, tels le glutathion, la vitamine C et la vitamine E, ou des enzymes comme la 

catalase, la superoxyde dismutase et certaines peroxydases. Une déficience ou une absence de 

production d'enzymes antioxydantes entraîne un stress oxydatif pouvant endommager ou 

détruire les cellules. 

Les antioxydants sont aussi beaucoup utilisés dans l'industrie comme conservateurs 

pour les aliments, les cosmétiques, ou encore pour préserver le caoutchouc ou l'essence.  

Les antioxydants comprennent deux grands systèmes : 

*Les systèmes non enzymatiques regroupant des antioxydants moléculaires endogè nes 

(l’acide urique) et exogènes (vitamine C et E, polyphénols, carotènes).  

*Les systèmes enzymatiques (sélénium, glutathion, glutathion de la peroxydase)  

(Mette et Berger, 2006). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%83%C2%A9action_d%27oxydo-r%C3%83%C2%A9duction
http://fr.wikipedia.org/wiki/Radical_%28chimie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thiol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%83%C2%A9nol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glutathion
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_C
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_E
http://fr.wikipedia.org/wiki/Enzymes
http://fr.wikipedia.org/wiki/Catalase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Superoxyde_dismutase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxydase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Stress_oxydant
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Conservateur_alimentaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Caoutchouc_%28mat%C3%83%C2%A9riau%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Essence_%28hydrocarbure%29
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II.2. Propriétés des antioxydants 

D'un point de vue chimique, un antioxydant n'est qu'un composé réducteur : il va donc 

pouvoir réagir avec un oxydant pour le neutraliser. Les antioxydants vont  réduire les radicaux 

libres si dangereux pour l'organisme en raison de leur pouvoir oxydant très élevé. Ainsi, les 

antioxydants présents dans les aliments protègent les molécules organiques (par exemple les 

graisses ou l’ADN) de l'oxydation et semblent jouer un rôle protecteur contre la 

cancérogenèse.Comme les antioxydants sont aussi interdépendants donc en cédant un 

électron, ils deviennent eux-mêmes des radicaux libres qui doivent être rééquilibrés et réduits  

(Mette et Berger, 2006). 

II.3. Les différents types d’antioxydants  

Les antioxydants cellulaires élaborent un  système de défense perfectionné contre 

l’agression radicalaire (Hadi, 2004).  Ils  sont caractérisés par un mécanisme d’action qui peut 

être direct comme pour le cas des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques ou indirect 

en tant que partie de la structure d’enzymes et/ou cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Mette 

et Berger, 2006).   

Dans ce travail, nous nous intéressons aux antioxydants non enzymatiques exogènes et 

plus précisément aux polyphénols.  

Les polyphénols  

De nombreuses études épidémiologiques et expériences in vitro réalisées sur les 

animaux révèlent que les polyphénols présents au niveau de certains fruits et végétaux 

possèdent des propriétés antioxydantes et exercent des effets anti- inflammatoire, anti-

carcinogénique, antibactérien, anti-antimutagène, antiviral, antibactérien anti-tumorales. Les 

polyphénols sont des substances  présentes dans les boissons obtenues à partir des plantes, des 

fruits, et des légumes, tels que l’huile d'olive, le vin rouge et le thé (Curtay et Robin, 2000). 

Durant les dix dernières années, des études ont prouvé que les polyphénols ont, in vivo 

et in vitro, une activité qui consiste à réduire et à empêcher les effets de l’oxygène d’où 

dérivent les radicaux libres liés à des maladies humaines. Un intérêt spécial a été porté au rôle 

thérapeutique neurodegénérateur  comme la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer 

(Mette et Berger, 2006).  

Les polyphénols sont divisés en trois familles : 

 Les flavonoïdes  
 Les tanins 
 Les anthocyanes  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Radical_%28chimie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Radical_%28chimie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/ADN
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Nous nous intéressons plus précisément dans ce travail à la famille des flavonoïdes. 

Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes possèdent une structure chimique basique puisqu’ils ont  une origine 

biosynthétique commune. Cette structure est selon Brunetton (1999)  représentée par un 

squelette identique formé de deux cycles en C6 (figure I.8) schématisé par les unités 

aromatiques A et B reliés par une chaine en C3 (Mohammedi, 2006).  

 
Figure I. 8 Structure de base des flavonoïdes 

Durant les dix dernières années, de nombreuses études ont prouvé que les polyphénols 

ont in vivo et in vitro  une activité qui  réduit et empêche les effets de l’oxygène d’où dérivent 

les radicaux libres liés à des maladies humaines.  

 

 
Figure I. 9 Schéma illustrant les différentes réactions enzymatiques conduisant aux 

principales familles des flavonoïdes (Brunetton, 1999)   
 



I. Revue bibliographique 

Page |32 
 

Les flavonoïdes  sont aussi appelées molécules piégeuses du fait de leur aptitude à 

piéger efficacement les radicaux libres.  

Ils sont aussi des chélateurs des métaux (cuivre, fer) origine de la production de 

radicaux libres par réactions de Fenton et d’Haber-Weiss. 

Les flavonoïdes sont des substances liposolubles et hydrosolubles. La figure I.9 

représente la voie de biosynthèse des flavonoïdes.  

Les flavonoïdes sont présents dans les végétaux et dans les différents composants 

comme les graines, l’écorce, les feuilles et les fleurs des plantes, les conditions climatiques et 

les conditions environnementales jouent un rôle important dans cette répartition.  

Certains types de flavonoïdes sont présents dans des aliments plus que d’autres, nous 

mentionnons à titre d’exemples les :  

 Flavanones: naringénine  présente dans les fruits du genre citrus   

 Flavones : Chrysine présente dans la peau des fruits ; Apigénine présente dans le 

persil, le thym, le romarin, le céleri. Lutéoline présente dans le persil et le céleri  

 Flavonol : Kaempférol présent dans le radis, le brocoli, le thé noir. Quercétine présente 

dans  l’oignon, la  pomme, l’olive, le  vin rouge, la tomate. Myricétine présente dans le 

vin rouge 

 Flavan-3-ols : Epicatéchine présente dans le thé vert, le thé noir ; Catéchine présente 

dans le thé vert, le thé noir. Epigallocatéchine présente dans le vin rouge  

 Anthocyanidols : Cyanidol présent dans le cassis, les myrtilles. Malvidol présente dans 

les raisins, les fraises, le cassis. Apigénidol présent dans les framboises et les fraises. 

Ils sont cependant rares chez les végétaux inférieurs mais très abondants dans quelques 

familles comme les polygonacées, les rutacées, les légumineuses, les apiacées,(ombellifères) 

et les astéracées(composées) (Hadi, 2004) . 

Les flavonoïdes sont des protecteurs vasculaires améliorant la résistance et la 

perméabilité des vaisseaux artériels et veineux d’où leurs utilisations en thérapeutique en tant 

que vasculoprotecteurs et veinotoniques. Ils augmentent aussi la résistance des vaisseaux en 

protégeant le tissu conjonctif périvasculaire des dégradations enzymatiques. Ils favorisent les 

échanges liquidiens transcapillaires et la diffusion des protéines plasmatiques.  

De nombreuses recherches menées afin de prévenir et de ralentir la croissance et le 

développement du cancer ont montré que les flavonoïdes ont un effet considérable dans 

l’inhibition de la croissance de lignées cellulaires cancéreuses en interférant avec les 
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mécanismes de transduction des signaux mitogènes à des stades du cycle cancérigène à savoir 

l’initiation, la promotion et la progression.  

Leurs mécanisme consiste à inhiber les enzymes intervenant dans l’activation des 

procarcinogènes en intermédiaires mutagènes et carcinogènes (Hadi, 2004).  

Plusieurs études ont confirmé que la consommation de flavonoïdes alimentaires a un 

effet préventif important dans la lutte contre des types de cancer comme le cancer des 

poumons et de la prostate. Dans certains cas, les flavonoïdes peuvent agir en association avec 

la vitamine C pour optimiser et potentialiser les effets de la vitamine C (Hadi, 2004)..  

II.4. Les antioxydants de Silybum marianum  

Depuis ces dernières années, les antioxydants (les caroténoïdes, les tocophérols, les 

vitamines C et E, les polyphénols…) ont fait l’objet de nombreuses études épidémiologiques 

qui se sont révélé intimement liés à leurs consommation  dans les fruits et les légumes et à 

leurs réduction des incidents cardiovasculaires et des tumeurs cancéreuses (Milpied-Homsi, 

2004) .  

A part les polyphénols les plus connus, il existe une grande famille connue sous le 

nom des flavonolignanes présents uniquement au niveau des graines de Silybum marianum. 

En fait, la silymarine est un élément naturel et constitutif de ce fruit composé d’un mélange de 

flavonolignanes : silychristine, silydianine,et et deux groupes de diastéreiosoméres la silybine 

A, la silybine B,l’ isosilybine A et l’isosilybine B (Hadi,2004). 

La silymarine était considérée comme un composé pur mais avec de nouvelles 

techniques d’analyse et de séparation, plusieurs auteurs (Brown,1993 ; Foster 1990) ont 

confirmé que la silymarine est en réalité formé d’un mélange isomérique des flavonolignanes 

actifs :silychristine,silydianine et deux groupes de flavonolignanes diastereoisomériques la 

silybine A, la silybine B,l’ isosilybine A et l’isosilybine B dont les structures chimiques sont 

schématisées dans la figure I.10 (Foster,1990) . 

Le composé le plus actif  biologiquement est la silyb ine. Plusieurs études ont prouvé 

son efficacité thérapeutique par rapport aux autres composants de la silymarine. 

Les deux diastéreiosoméres de la silybine :la silybine A(3,5,7-trihydroxy-2-[3-(R) - (4-

hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(R)-(hydroxymethyl) - 2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-

yl]chroman-4-one) et la silybine B (3,5,7-trihydroxy-2-[3-(S)-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) - 

2-(S)-(hydroxymethyl)-2, 3 dihydro-1, 4 benzodioxin-6-yl]chroman-4-one) sont présents à 

des taux égaux (Foster,1990). 
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Depuis 200 ans, à travers ces flavonolignanes le Silybum marianum a pu confirmer son 

utilisation comme remède et de nos jours, on apprécie son utilisation partout  dans le monde et 

surtout en Europe et aux Etats-Unis où leurs préparations sont disponibles pour un usage 

clinique (Milpied-Homsi, 2004). 

 

Figure I. 10 Les flavonolignanes de Silybum marianum (Foster, 1990). 

Autrefois, la silymarine était connue par sa capacité à lutter contre les affections 

hépatiques et la cirrhose du foie en empêchant les dommages du foie provoqués par l’alcool, 

les drogues, les pesticides et quelques poisons, elle est aussi capable de traiter 

l’empoisonnement par certains champignons venimeux, on a aussi reconnu son rôle pour 

empêcher la carcinogenèse. (Tessier et Marconnet, 1995).  

Par l’action de ces différents mécanismes (action antioxydante, stabilisateur de la 

membrane cellulaire…) la silymarine possède des propriétés anti- inflammatoires d’où son 

utilisation dans le cas d’asthme allergique (Arrigo et Scharenberg ,2006).  
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De nombreux traitements, destinés à combattre le virus de SIDA provoquent 

l’endommagement du  foie, du tube digestif et même des reins : la silymarine a pu aider à 

traiter ces dommages dont les plus importants sont l’indigestion, l’affaiblissement de la 

fonction rénale et hépatique (Berger, 2006). 

 Les propriétés pharmacologiques attribuées à la silymarine sont essentiellement les 

propriétés de la silybine qui ont été étudié par Vogel (1968). En fait, les propriétés 

antioxydantes de la silybine ont été observées dans divers modèles cellulaires, y compris des 

cellules de foie (Foster, 1990). 

La silybine a un pouvoir hépatoprotecteur qui protège contre la phalloidine, l'α-

amanitine, le praséodynium, le tétrachlorure de carbone, l'éthionine et la thioacétamide, 

poisons qui ont en commun l'attaque élective des hépatocytes (Curtay et Robin, 2000).  

Elle stimule l’ARN polymérase I et donc la synthése de l’ARN et des protéines  

(Foster, 1990). 

III. Silybum marianum en thérapeutique  

III.1. Généralités  

Le Silybum marianum est utilisé en  médecine traditionnelle  comme aide digestif, 

anti- inflammatoire, tonique antinéoplastique, diurétique (Meschy et Guenguen,1995).  

Au dix-neuvième siècle, il a été employé pour des problèmes du foie, du rein, de la 

rate, de calculs biliaires; des problèmes de grossesse et de menstruation.  

Dans les années cinquante les composants du fruit du chardon Marie ont été isolés et 

toutes les recherches se sont concentrées sur ces composants qui représentent exactement 4 à 

6% du fruit sec de la plante. Ces composés ont été distribués dans des capsules normalisées 

avec une teneur de 70-80% (Meschy et Guenguen, 1995). 

En effet des épreuves cliniques réalisées sur divers désordres hépatiques comprenant 

l’hépatite virale, la cirrhose suggèrent que le chardon Marie diminue l’activité de 

l’aminotransférase et améliore certains paramètres cliniques (Amrani,  2006).  

Il a été qualifié de cytoprotecteur  pour ses capacités à réduire les dommages du foie 

lors de l’empoisonnement par  l’amanite phalloïde. Ces composés subissent le recyclage 

enterhépatique ce qui a comme conséquence des concentrations plus élevées dans les cellules 

de foie que dans le sérum (Widmer, 1999).  
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 C’est un véritable antidote contre l’empoisonnement surtout celui dû aux 

champignons en bloquant leur effet venimeux.  

D’un point de vue résultats, 4 sur 6 des études effectuées sur l’affection hépatique 

alcoolique montrent une amélioration significative des fonctions de foie. Toutes les études sur 

la cirrhose alcoolique et non alcoolique ont affirmé que l’administration d’extrait de chardon 

Marie est associée à des améliorations remarquables. D’autres études ont évalué le chardon 

Marie comme efficace dans la prévention des dommages dues aux drogues  hépatotoxiques en 

améliorant la survie biochimiques et histologiques.  

Au niveau du rein, les composés de Silybum marianum réduisent les dommages 

oxydants des cellules rénales in vitro et peuvent empêcher la synthèse du cholestérol et  

réduire les lipides du sang. 

Des expérimentations effectuées sur des diabétiques humains ont montré une nette 

régulation du glucose et de l’insuline dans le sang après l’administration du Silybum 

marianum d’où  son aptitude à protéger le pancréas (Amrani, 2006). 

Il augmente également la prolifération des lymphocytes, de l’interféron gamma, de 

l’interleukine 4 et des cytokines interleukines10 d’où un rô le important dans la survie des 

cellules immunitaires et donc un rôle dans la prévention des maladies infectieuses.  

D’autres études ont montré que le chardon Marie favorise la différenciation et la 

survie neuronales (Amrani,  2006). 

 Les composés de Silybum marianum sont considérés comme  agents chemopréventifs 

normaux qui offrent potentiellement la possibilité d'une utilité sûre en combinaison avec les 

agents chimiothérapeutiques tels que le doxorubicin, le carboplatin ou le cisplatin dans le 

traitement du cancer du sein. En raison de son potentiel antiprolifératif, ces composés peuvent 

être utilisés en  thérapeutique dans le traitement du cancer de la prostate (Jozef et al. ,1988). 

Le chardon Marie est aussi utilisé dans le cas des patients atteins de VIH (Virus 

d’Immunodéficience Humaine). Le chardon-Marie n'a pas fait l'objet d'essais cliniques 

contrôlés à titre de traitement des lésions hépatiques causées par ce virus. Pourtant, on en a 

évalué la capacité d'aider des patients à se remettre des lésions hépatiques causées par d'autres 

problèmes de santé chroniques. 

Des études ont confirmé que  le chardon-Marie peut ralentir ou réduire l'activité de 

certaines enzymes du foie. Ces enzymes ont pour rôle de dégrader plusieurs des substances 

consommées, ainsi que les molécules chimiques ingurgitées comme les médicaments. 

Lorsque l'activité de ces enzymes est compromise, ces molécules risquent de demeurer plus 

longtemps dans le sang et d’atteindre des concentrations trop élevées dans le sang. Ceci 
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entraîne des effets secondaires ou aggrave des effets secondaires déjà existants. Alors que si 

l'activité de ces  enzymes est stimulée, les taux de médicaments risquent d’atteindre des 

valeurs sous les normales. Dans ce cas, le VIH pourra résister plus facilement aux 

médicaments et les options thérapeutiques futures seront limitées (El-Mallah et al. ,2003). 

III.2. Toxicité 

 Le chardon Marie est non-toxique. Dans une étude expérimentale réalisée sur des 

souris, les résultats ont montré qu’elles pouvaient tolérer une dose de 20g kg-1. Toutes fois des 

réactions allergiques ont été repportées (Sindel, 1991 ; Saller, 1995). 

III.3. Biodisponibilité de la silymarine et de la silybinine  

Selon l’European Medicines Evaluation Agency (EMEA, Human guideline 2001) la 

biodisponibilité se définit comme étant la vitesse et l’étendue avec lesquelles la substance 

active ou sa fraction active est absorbée à partir de sa formulation pharmaceutique et devient 

disponible au site d’action (Toutain et Bousquet-Melou, 2008).  

Des études sur la biodisponibilité de la  silybine, qui est le constituant majeur le  plus 

actif de  la silymarine, ont été menées sur des souris. La première observation après 30 

minutes de l’administration d’une dose  de 50 mg / kg dose orale de silybinine à la souris est 

une détection de la  silybinine sous sa forme libre dans le foie, les poumons, l’estomac et le 

pancréas. Dans d'autres organes, tels que la prostate et la peau, la détection  a été  réalisée 

seulement 1 h après l'administration. Les résultats de son administration systémique montrent 

clairement la biodisponibilité de la silybinine (Zhao et Agarwal, 1999). En outre, dans la 

littérature de nombreux travaux ont étudié la biodisponibilité accrue testée sur différents 

modèles animaux (Abrol et al. ,2005 ; El-Samaligy et al . ,2006). Une autre étude détaillée sur 

la biodisponibilité et l'efficacité clinique a été réalisée sur les humains avec un principe actif 

commercialisé appelé Siliphos. Dans cette étude, les auteurs ont constaté que la silybine est 

plus disponible sous la forme Siliphos que sous sa forme non complexée (Kidd et Head, 

2005).  

III.4. Effets hépatoprotecteurs  

Depuis des siècles la silymarine a été largement utilisée pour ses effets 

hépatoprotecteurs, bien que d'autres effets bénéfiques sur  la santé soient reconnus depuis 

quelques années. La plupart de ces effets ont été attribués à la capacité antioxydante de la 

silymarine, comme étant un capteur des espèces réactives d'oxygène, un piégeur de radicaux 

cétyle phénylglyoxylique (Luper, 1998).  
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Ces dernières années, des efforts accrus ont été consacrés à comprendre les 

mécanismes de l'effet hépatoprotecteur de la silymarine, en utilisant des modèles 

expérimentaux de différentes maladies du foie, ainsi que des patients humains atteints de 

maladies du foie. Les résultats de ces études ont en partie éclairé certains aspects des 

mécanismes hépatoprotecteurs de la silymarine.  En cas de maladies alcooliques du foie 

(ALD), où le stress oxydatif et l'inflammation sont la clé dans le cas de la pathogenèse, la 

silymarine a pu exercer des  pouvoirs hépatoprotecteurs en atténuant les facteurs de la nécrose 

des tumeurs (TNF), diminuant l'activité de la production du sérum alanine aminotransférase 

(ALT), inhibant la peroxydation des lipides et l'augmentation contenue du glutathion 

intracellulaire (Song et al. ,2006).  

III.5. Effets contre l’hypercholestérolémie  

Les effets préventifs de la silymarine contre l'hypercholestérolémie induite par 

l'alimentation ont été observés chez les rats, et les effets ont été comparables à celui observé 

avec des médicaments hypocholestérolémiants, Probucol (Krecman et al. ,1998). Les effets 

hépatoprotecteurs de la  silymarine ont également été observés dans le cas de la toxicité 

hépatique induite par le tétrachlorure de carbone (CCl4) - et l'acétaminophène (PAA), due en 

partie à son pouvoir antioxydant (Luper, 1998). La  silibinine exerce aussi des effets 

hépatoprotecteurs en partie par inhibition de la formation des leucotriènes par les cellules de 

Kupffer (Dehmlow et al. ,1996), et estimé comme un des médiateurs de la réponse 

immunitaire in vivo (Schumann et al. ,2003).  

La silymarine a également été signalée pour exercer un effet protecteur contre les 

lésions mitochondriales dans le foie de rat, survenant pendant la transplantation et / ou la 

chirurgie du foie, en empêchant les altérations de la mitochondrie, la diminution du potentiel 

de la membrane et la sensibilité accrue à la transition de perméabilité mitochondriale (MPT) 

(Rolo et al. ,2003). 

III.6.Effet sur le diabète 

Plusieurs études cliniques ont été menées afin d’étudier l'efficacité hépatoprotectrice  

de la silymarine dans diverses pathologies dans le foie et dans d’autres organes. La majorité  

de ces essais cliniques ont été réalisés sans aucune précaution majeure et ont concerné la 

toxicité et la biodisponibilité de ce composé chez l’homme. L’administration de 600 mg de 

silymarine par jour à deux groupes de patients diabétiques atteints de cirrhose alcoolique et 

traités à l'insuline, a permis d’observer après seulement 4 mois de traitement, une diminution 

significative de la glycémie. 
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Les résultats ont permis conclure que la silymarine conduit à la peroxydation des 

lipides et à la diminution du taux d’insuline exogène. Dans une autre étude sur les patients 

alcooliques atteints de cirrhose hépatique, l’administration de 450mg de silymarine (150mg 

/3fois par jour) pendant 2 ans (comparé à l’effet d’un placebo) n’a aucun effet sur la survie et 

l’évolution clinique de la maladie (Pares et al. ,1998).  

Trappoliere et al. , (2005) ont méne des expériences avec un complexe de 

silybinine/vitamine E /phospholipides, qui a été administré à des patients non alcooliques 

(sans mettre en évidence l’atteinte du virus de l’hépatite C (VHC). Les résultats de cette étude 

ont permis d’attribuer une valeur thérapeutique à ce complexe se résumant à l’amélioration de 

la résistance à l’insuline. 

La silymarine contient un grand nombre de constituants actifs incluant les flavonoïdes 

aux propriétés antioxydantes, qui augmentent le taux cellulaire de glutathion et les propriétés 

stabilisatrices des membranes cellulaires. Chez les patients diabétiques de type 2, 

l’augmentation du glucose et des acides gras libres mène à la génération d’espèces réactives 

de l’oxygène et au stress oxydatif. Ces anormalies métaboliques n’induisent pas que des 

complications ultérieures mais mènent aussi à la résistance à l’insuline, au dysfonctionnement 

des cellules β, et à la diminution de la sécrétion d’insuline.  

La silymarine, grâce à  son pouvoir antioxydant,  est active contre le stress oxydatif, et 

peut induire un effet positif sur les anormalités métaboliques diabétiques. La silymarine 

régule la sécrétion des enzymes comme le superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase et 

la catalase, dans des modèles animaux. Cela peut exercer des effets potentiels inhibiteurs sur 

la relance de la peroxydation lipidique. L’utilisation d’antioxydant comme la silymarine en 

traitement complémentaire chez les patients diabétiques de type 2 nécessite de futures 

investigations. 

III.7. Autres effets  

Les flavonolignanes  de la silumarine ont montré des effets protecteurs sur les 

cardiomyocytes de rats exposés à la doxorubicine en raison de son pouvoir antioxydant, 

chélateur du fer et aussi pour sa capacité à stabiliser la membrane cellulaire (Chlopcikova et 

al. ,2004). 

Les effets anti-athérosclérotiques de silymarine ont été démontrés dans le système in 

vitro, la silymarine peut inhiber l'expression des molécules d'adhésion des cellules HUVEC 

(Kang et al. 2003). La silymarine a également été mentionnée pour ses pouvoirs 
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neurotrophiques et ses effets neuroprotecteurs, car elle favorise la différenciation et la survie 

des cellules nerveuses (Kittur et al. ,2002). 

 Grâce à ses effets immunostimulants, la silymarine  augmente la sécrétion 

d'interféron-alpha (IFN-a), l'interleukine-4 (IL-4) et l'interleukine-10 (IL-10) dans les 

lymphocytes (Wilasrusmee et al, 2002). Les effets protecteurs de la silymarine ont été 

observés contre les dommages induits par l'acétaminophène chez le cerveau du rat, ceux-ci été 

attribués à son potentiel antioxydant dans la prévention de la  peroxydation des lipides, 

(Nencini et al. ,2006). 

III.8. L'efficacité préventive de la silymarine et de la silibinine contre les mécanismes 

associés au cancer  

Les premières recherches sur le silymarine se sont intéressées à ses effets 

hépatoprotecteurs mais au fil du temps de nombreux autres effets biologiques de la silymarine 

ont été reconnus. L’un d’entre eux a permis de reconnaitre l’efficacité anticancéreuse de la 

silymarine en démontrant son activité anti- tumorale contre la 12-O-tétradécanoylphorbol-13-

acétate (TPA) ainsi que  la stimulation des tumeurs induites dans l'épiderme de souris, qui a 

été attribué à sa capacité à inhiber l'activité épidermique et l'expression de l’ornithine 

décarboxylase (Agarwal et al. ,1994).  

L'activité anticancéreuse de la silymarine ainsi que celle de la silybinine ont été 

observées contre le cancer du sein (Zi et al. ,1998 ; Tyagi et al. ,2004), le cancer de la peau 

(Ahmad et al. ,1998 & Lahiri-Chatterjee et al. ,1999), le cancer de la prostate (Zi et Agarwal, 

1999 ; Zi et al. ,2000 & Bhatia et Agarwal, 2001 ; Thelen et al, 2004) le cancer du col de 

l’utérus (Bhatia et al., 1999), le cancer de la vessie (Tyagi et al., 2004), le cancer 

hépatocellulaire (Varghese et al., 2005) le  cancer du côlon, (Agarwal et al., 2003) le cancer 

de l'ovaire, (Scambia et al., 1996) et le cancer du poumon (Sharma et al., 2003 & Chu et al., 

2004). 

Les résultats de ces études dans les systèmes de culture cellulaire in vitro 

des différents cancers ont fourni des données pour  d'autres recherches afin d’explorer leur 

efficacité et leurs applications cliniques.  

La silymarine a une  implication dans la prévention du cancer  et son potentiel anti-

angiogénique grâce à l'inhibition de facteur de croissance vasculaire (VEGF) l'endothélium 

vasculaire et la sécrétion de la matrice métalloprotéinase-2 (MMP-2) (Jiang et al. ,2000 ; 

Yang et al. ,2003). 
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III.8.1. Cancer de la peau 

Comme mentionné précédemment, la silymarine possède la capacité de réduire 

l'expression de promoteur endogène de la tumeur  TNFα dans 7,12 Diméthylbenz (a) 

anthracène (DMBA) initié et TPA / Acide okadaïque (OA) promoteur des tumeurs cutanées 

chez SENCAR souris (Zi et al. ,1997). La silymarine a également été signalée  grâce à ses 

effets thérapeutiques, in vivo administrée dans l’alimentation,  contre le DMBA initié et le 

promoteur TPA du papillovirus dans la peau des souris SENCAR.  

III.8.2. Cancer de la prostate  

Le cancer de la prostate est la deuxième cause de cancer lié au décès chez les hommes 

américains (American Cancer Society, 2005). L’échec des  traitements conventionnels, 

notamment  l’effet de l'hormone de PSA (antigène prostatique spécifique) a conduit à des 

efforts croissants afin de découvrir de nouvelles approches pour combattre cette maladie. 

Dans ce but, l'utilisation de divers agents chimio-préventifs, en particulier d'origine naturelle 

comme l’incitation à une alimentation biologique ou  la prise de  compléments alimentaires 

sans toxicité systémique. Donc, la silymarine / silybinine a montré une activité potentielle 

anticancéreuse contre les deux lignées des cellules cancéreuses de la prostate hormono-

dépendants et hormono- indépendants.  

Des études visant à tester l'efficacité in vivo de silymarine / silybinine menées ont 

révélé que l'alimentation biologique de souris portant le facteur tumorale DU145 de la 

prostate inhibe significativement la croissance tumorale et augmente le niveau d'insuline 

sécrétée (IGFBP-3) dans le plasma sans aucun symptôme de toxicité (Singh et al. ,2002). 

III.8.3. Cancer du sein 

Des études menées ont révélé que la silybinine exerce des effets synergiques 

anticancéreux avec des médicaments et des agents chimiothérapeutiques telles que la 

doxorubicine, le cisplatine et la carboplatine dans les cellules cancéreuses humaines MCF-7 et 

MDA-MB468 (Scambia al. ,1996 ; Tyagi et al. ,2004). 

Cependant, il n'y a qu'une seule  étude  in vivo dans la quelle les auteurs ont évalué 

l’efficacité du traitement préventif du cancer du sein chez le rat.  

Contrairement à l'efficacité anticancéreuse de la silymarine contre les cellules 

cancéreuses du sein, les compléments alimentaires de la silymarine augmentent moyennement 

le nombre de tumeurs mammaires chez les animaux traités avec le 1 - méthyl-1-nitrosourée 

(MNU). Dans cette étude, l’augmentation de l'incidence et la multiplicité des tumeurs 
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mammaires ont été également observées par l'administration de la silymarine chez la souris 

(Malewicz et al. ,2006).  

III.8.4. Cancer de la vessie  

Les travaux de Vinh et al, (2002) ont permis de constater que la silybinine inhibe la 

croissance et la prolifération du CCI (Transitional Cell Carcinoma) au niveau des cellules 

cancéreuses de la vessie chez l’être humain en provoquant un arrêt du cycle cellulaire et en 

induisant l’apoptose. 

In vivo, une seule étude a concerné l’administration de la silymarine à la  

phase d'initiation ou à la phase post- initiation de  la N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 

nitrosamine (OH-BBN) induite par la carcinogenèse de la vessie chez des souris mâles ICR et 

a permis de conclure qu’il y a une diminution considérable de l'incidence des  

néoplasmes de la vessie et des lésions prénéoplasiques. (Vinh et al. ,2002). Ces résultats 

suggèrent que la silymarine peut être un agent chimio-préventif avec un potentiel efficace 

contre le cancer de la vessie.  

III.8.5. Cancer des poumons  

La silybinine peut  améliorer le potentiel thérapeutique de la chimiothérapie 

traditionnelle via la doxorubicine (médicament) par une inhibition de doxorubicine induite par 

la  chimiorésistance.  

En outre,  la silybinine améliore aussi les effets néfastes associés à la doxorubicine sur 

la santé (Singh et al. ,2004). D'autres études ont été menées pour évaluer l'efficacité chimio-

préventive de la silybinine dans les tumeurs pulmonaires chez la souris.  

Cependant, il est possible que la silybinine exerce ses effets principalement au stade de 

post- initiation de la tumorigenèse de cancer du poumon, et que les taux de la silybinine 

utilisées dans cette étude fussent beaucoup plus faibles, et pourraient ne pas avoir atteint des 

niveaux physiologiquement pertinents chez les animaux. Dans la plupart des expériences  in 

vitro du cancer du poumon, la silybinine a permis d’empêcher l' invasion de ces lignées 

cellulaires (Chen et al. ,2005 ; Chu et al. ,2004). 

III.8.6. Cancer du colôn 

L'efficacité anticancéreuse de la silymarine / silybinine a été mentionnée dans le cas de 

nombreuses lignées cancéreuses  du côlon dans plusieurs études mais uniquement  deux 

études sont disponibles dans la littérature qui ont évalué l'efficacité de chimiopréventive in 

vivo de la silymarine dans le cancer du côlon. Dans une première étude, les auteurs signalent  
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que lorsque des rats sont nourris avec la silymarine, une diminution importante du nombre de 

colonies adénomiques au niveau du cancer du colon chez le rat induit par AOM 

(azoxyméthane) (Volate et al. ,2005) est obtenue. 

 Dans une étude plus détaillée, on n’a observé que l’administration par l’alimentation 

pendant 4 semaines de la silymarine, soit pendant ou après l’exposition à l’agent cancérigène 

AOM, conduit à une importante réduction du nombre de colonies adénomiques.  

 Dans une expérience à long terme, la silymarine réduit significativement l'incidence et 

la multiplicité des adénocarcinomes du côlon lors de la phase d'initiation ou la phase de post-

initiation de  cancérogenèse colique induite par l’AOM (Kohno et al. ,2002). La silymarine 

peut aussi exercer des effets bénéfiques via la réduction de l'antigène nucléaire (PCNA) des 

cellules proliférantes et les cellules positives et l’augmentation du nombre de cellules 

apoptotiques. Parmi les effets bénéfiques de la silymarine, Gershbein, (1994) a noté la baisse 

de la sécrétion de la prostaglandine E2 (PGE2). 

III.8.7. Cancer des ovaires  

Des études ont été menées avec  la silybinine commercialisée sous  le nom de Silipide 

ou BID 1016 (complexe de silybinine et de phosphotidylcholine) afin d’améliorer sa 

biodisponibilité. Ces études ont permis d’observer que l'administration de la BID 1016 par 

gavage oral des souris porteuses de xénogreffes de la lignée de cellules cancéreuses humaines 

A2780  de l'ovaire produit une inhibition significative du poids de la tumeure (Gallo et al., 

2003).  

Dans une autre étude, Giacomelli et al. , (2002) ont rapporté que Silipide a augmenté 

le potentiel  de  la cytotoxicité des médicaments anticancéreux comme le cisplatine (CDDP) 

in vitro. 

Graçe à ses activités biologiques citées dans de nombreuses publications, les 

molécules bioactives des graines de Silybum marianum présentent intérêt croissant, cependant 

la technique d’extraction de ces molécules restent toujours une question pertinente. 

IV. Extraction 

IV.1. Extraction par solvants organiques 

De nombreuses substances sont extraites de produits naturels d'origine végétale, 

animale ou minérale (colorants, parfums, arômes, huiles essentielles...). Il existe de nombreux 

procédés  (filtration, décantation, distillation, extraction...) dont certains sont très anciens. Ces 
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techniques sont très utilisées dans différents domaines de la chimie (industrie pharmaceutique, 

parfumerie, industrie alimentaire...).  

En ce qui concerne la matière végétale, il existe des techniques conventionnelles 

comme l’entrainement à la vapeur, l’hydrodistillation (Carnat et al. ,1998 ; Hadolin et al. 

,2004 ; Carvalho et al. ,2005 ; Dastmalchi et al. ,2008 ; Rozzi et al. ,2002 ; Bocevska), 

l’extraction par Soxhlet  (Toth et al. ,2003 ; Sterbova et al. ,2004 ; Grigonis et al. ,2005 ; 

Reighard) , l’extraction en mode batch (Herodez et al. ,2003 ; Zgorka et Glowniak,2001 ; 

Carnat et al. ,1998 ; Liu et al. ,2006 ; Cavalho et al. ,2005)  et l’extraction assistée par 

sonication (Caniova et Brandsteterova,2001 ; Janiscsak et Mathe,1999 ;  Janiscsak et 

Mathe,1997 ; Wang et al. ,2004 ; Tena et Valcarcel,1997). 

L'extraction par Soxhlet est souvent mentionnée dans la littérature (Luque de Castro et 

Garcia-Ayuso, 1998). C’est une méthode classique pour l’extraction solide- liquide. 

Le premier avantage à citer est que ce phénomène d’extraction se produit en faisant 

entrer le solvant d’extraction en contact avec la matrice solide, ce qui aide à déplacer 

l’équilibre de transfert vers le solvant. L'extraction peut durer aussi longtemps qu'il reste des 

extractibles dans la matrice végétale.   

Le principal inconvénient est la nécessité de chauffer les solvants jusqu'à leur point 

d'ébullition pendant l'extraction, ce qui peut entraîner la dégradation des molécules  

thermosensibles (Rozzi et al. ,2002). Par comparaison avec les autres techniques 

conventionnelles (entrainement à la vapeur et hydrodistillation), la durée d’extraction est plus 

importante et la quantité de solvant consommée est plus grande, ce qui conduit non seulement 

à des pertes économiques mais pose aussi des problèmes sur le plan environnemental ainsi 

que sur le plan d’utilisation de l’extrait obtenu puisque les résidus du solvant (même après son 

élimination persiste) dans l’extrait, limitant ainsi son emploi dans les domaines alimentaire et 

cosmétique. Puisque cette technique est généralement suivie d’une étape d’évaporation du 

solvant  qui porte l’extrait obtenu à haute température pendant une période relativement 

longue, le risque de thermodestruction de certains composés n’est pas à négliger si la matière 

végétale contient des composés thermolabiles. Cependant des échauffements locaux sont 

également possibles (Grigonis et al. ,2005). Cette technique est limitée d’un point de vue de la 

sélectivité du solvant et n’est pas facilement automatisable (Wang et Waller, 2006).  

Ce procédé d’extraction en mode batch convient à des végétaux dont le rendement en 

huile est suffisamment important. Les solvants les plus utilisés sont : l’éther, l’hexane, le 

chloroforme et le méthanol qui s’évaporent rapidement. Le solvant  lave la matière première 



I. Revue bibliographique 

Page |45 
 

qui subira après décantation et concentration, une distillation partielle. Ce solvant volatil est 

alors séparé de la concrète par filtrage puis glaçage de -12°C à -15°C. La précieuse substance 

ainsi obtenue est à nouveau filtrée et condensée à faible pression (Grigonis et al. ,2005). 

Plusieurs solvants ont été utilisés dans l’extraction des graines de chardon Marie : 

l’éther de pétrole/éthanol (Subramaniam et al. ,2008), l’éther de pétrole, l’hexane (Martinez, 

1989), le dichlorométhane, le chloroforme (Hadolin et al. ,2001). 

Subramaniam et al. ,(2007) ont étudié l’effet du prétraitement de la matrice végétale 

(graines de Silybum marianum) par l’hydroxyde de sodium, par l’acide sulfurique, la cellulase 

et le  bicarbonate de sodium afin d’étudier l’influence de la température et de la pression de 

l’extraction par CO2 supercritique. 

De nombreuses recherches ont été menées  dans le but d’éviter certains inconvénients 

des procédés d’extractions conventionnels et ont conduit aux développements de nouvelles 

méthodes d’extraction utilisant les fluides supercritiques ; nous nous intéresserons dans ce 

travail à l’extraction par le dioxyde de carbone supercritique.  

IV. 2. Extraction par le dioxyde de carbone supercritique 

IV. 2.1. Introduction  

La première application d’extraction par fluide supercritique fut la décaféinisation de 

grains de café en 1971. Suite à l’avancée de cette technique, l’Agence Américaine de 

Protection de l’Environnement (1989) lança un programme de développement des méthodes 

d’extraction par fluide supercritique en vue de  diminuer de 95% la consommation de solvants 

organiques chlorés.  

Au cours de ces dernières années, les fluides supercritiques ont suscité un intérêt 

croissant dans différents domaines d’application industrielle tels que le domaine agro-

alimantaire, la pharmacie, l’environnement (la dépollution des sols, l’extraction de pesticides, 

de métaux lourds et d’hydrocarbures…). Cette diversité d’application repose principalement 

sur les propriétés spécifiques qui concernent les phénomènes de solvatation sélectifs, de 

pouvoir de solubilité ou de réactivité.  

L’existence d’un ‘état’ supercritique fut découverte par le Baron Cagniard de la Tour  

1822-1859 (physicien et ingénieur français de l’Ecole Polytechnique). Il constata la 

disparition de l’interface gaz- liquide de certaines substances chauffées en milieu fermé.  

Johannes Diderick Van der Waals (1837-1923) a énoncé le principe du « point 

critique » qui est le point d’arrêt de la courbe d’équilibre liquide-vapeur. 
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En 1879, le pouvoir solvant des fluides supercritiques  fut  décrit  par  Hannay  et 

Hogarth. Ils observèrent la solubilité élevée de l’iodure de potassium dans l’éthanol 

supercritique (Tc=243°C et Pc=63 atm) et montrèrent que la réduction de la pressio n 

provoquait la précipitation du sel à partir du fluide homogène (Sevhla, 1976).  

IV. 2.2. Diagramme de phase d’un corps pur 

Par définition, le domaine supercritique est caractérisé par la disparition de l’interface 

séparant le domaine liquide et le domaine gazeux au-dessus d’une certaine température et 

d’une certaine pression. Comme mentionné précédemment le point critique est défini par sa 

température et sa pression critique (Pc ; Tc) et prend des valeurs particulières pour chaque 

corps pur (Clifford, 1989). L’exemple d’un diagramme de phases (dioxyde de carbone) est 

présenté sur la figure I.11. 

 

Figure I. 11 Diagramme de phase du CO2 supercritique (Luque de Castro et al.,1994). 

IV. 2.3. Principaux fluides supercritiques  et leurs propriétés  physico-chimiques  

Les fluides traditionnellement utilisées pour l’extraction en mode supercritique sont le 

dioxyde de carbone et l’eau. Comme le montre le tableau I.4 (Luque de Castro et al. ,1994), les 

paramètres critiques (pression et température) varient fortement suivant le choix du fluide 

supercritique. Les propriétés des fluides supercritiques (tableau I.5) sont intermédiaires entre 

celles des liquides et celles des gaz. Le fluide supercritique présente une viscosité faible et 

une diffusivité élevée comme les gaz et une masse volumique se rapprochant de celle d’un 

liquide. 
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Fluide  Pression  
(bar) 

Température 
(°C) 

Masse volumique 
(kg/m3) 

Dioxyde de carbone 73,8 31,1 468 

Ethane 48,8 32,2 203 

Ethylène 50,4 9,3 200 

Propane 42,5 96,7 220 

Propylène 46,2 91,9 230 

Benzène 48,9 289 302 

Toluène 41,1 318,6 290 

Chlorotrifluorométhane 39,2 28,9 580 

Trichlorofluorométhne 44,1 196,6 554 

Protoxyde d’azote 71,0 36,5 457 

Ammoniac 112,8 132,5 240 

Eau 220,5 374,2 320 

Tableau I. 4 Paramètres critiques de plusieurs corps purs (Luque de Castro et al. ,1994). 

Le CO2 est le fluide supercritique présentant les propriétés les plus satisfaisantes d u 

point de vue coût, toxicité et énergie puisqu’il est peu coûteux et disponible à une pureté 

élevée, sa pression (73,8 bar) et sa température (31,1°C) critiques sont relativement faciles à 

atteindre, il est non inflammable et non-toxique (Rozzi et al. , 2002 ; Clifford, 1989 ; Wang et 

Waller, 2006).  

Propriétés Gaz 
(30°C et 1 bar) 

CO2 supercritique 
(Tc et Pc) 

Liquide  
(30°C et 1 bar) 

Masse volumique  ρ (kg/m3) 1 468 600-1600 
Diffusivité D (m2/s) 10-5 10-7 5.10-10 
Viscosité η (kg/m s) 10-9 10-9 10-7 

Tableau I. 5 Propriétés physiques pour les gaz, le CO2 supercritique et les liquides (Luque 

de Castro et al. ,1994). 

IV. 2.4.  Applications des technologies supercritiques   

Depuis une trentaine d’années les fluides supercritiques ont été utilisés en tant que 

solvants dans divers procédés : la micronisation à haute pression, la chromatographie 

(Hodulin et al. ,2003 ; Ramirez et al. ,2005) ainsi que pour des réactions chimiques et 

biochimiques (Hodulin et al. ,2003 ; Hadolin et al. ,2004) Et de nos jours le monde industriel 

et pharmaceutique s’appuie sur la vaste gamme de technologies innovantes d’extraction par 

fluides supercritiques comme la meilleure alternative à l’usage de solvants organiques.  
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Parmi les exemples d’applications dans l’industrie, on peut citer l’extraction de la 

caféine des grains de café (Zosel,1972 ; Katz et al. ,1988 ; Moorman et al. ,1989) et dans le 

domaine pharmaceutique , l’extraction de la nicotine (Fisher et Jefferies,1996 ; Fantozzi et al. 

,1993) , de la digoxine (Moore et Taylor, 1997), du paclitaxel (Moon-Kyoon et al. 

,1996 ;Vandana et al. ,1996), de la coronaridine et de la voacangine (Pereira et al. ,2004) , de 

l’artémisinine (Kohler et al. ,1997) , de l’acétate d’aurentiamide (Peng et al. ,2005) , de la 

vinblastine (Choi et al. ,2002) , du parthénolide (Smith et Burford, 1992) , de la cocaïne 

(Brachet,2000), de la tagitinine C (Ziemons et al. , 2005), des pyréthrines (Pan et al. ,1995)  ; 

dans le domaine agroalimentaire pour l’extraction de colorants naturels (Mira et al. ,1996 ; 

Franca et al. , 1999), d’antioxydants (Turner et al. , 2001 ; De Lucas etal. ,2002) , d’acides 

gras polyinsaturés (Fleck et al. ,1998 ; Létisse et al. ,2006) , pour  la production de boissons 

sans alcool (Vollbrecht et al. ,1992 ; Gamse, 1999 ; Senorans et al. ,2001) , de denrées 

alimentaires délipidées (Mohamed et al. , 2000 ; Devineni et al. ,1997) , de bouchons en liège 

traités (Taylor  et al. , 2000) ; et dans le domaine de la cosmétique (arômes et parfums) : 

extraction du jasmin, de la rose, de la vanille, du citron, de l’eucalyptus, du roma rin, du 

thym…) (Mukhopadhyay et Sastry,1995 ; Moldao-Martins et al. ,2000 ; Perakis et al. ,2005 ; 

Senorans et al. ,2000). 

IV. 2.5. L’extraction par fluide supercritique  

 L’extraction par fluide supercritique constitue le secteur d’application le plus ancien. 

L’EFSC prend de plus en plus d’importance par rapports aux techniques conventionnelles 

pour l’extraction de matrices solides.  

Suite aux restrictions imposées par la directive Agence européenne des produits 

chimiques (REACH) , visant à assurer un niveau élevé de protection de la santé humaine et de 

l’environnement contre les risques que peuvent poser les produits chimiques, a permis de 

minimiser voir interdire l’utilisation des solvants organiques pour le traitement des matières 

végétales.  

Szentmihalyi et al. ,1998 ont extrait des fractions des graines de Silybum marianum, 

qui fait l’objet de cette étude,  avec le CO2 supercritique et avec le propane à des températures 

de 25 à 55°C et des pressions de 80 à 400 bar.  

IV. 2.5.1. Choix du CO2 supercritique  

Ce choix s’est fait en se basant sur les avantages offerts par ce procédé d’extraction 

par rapport aux autres extractions (Tableau I.4) : 
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(1) Diffusivité élevée, viscosité faible (Rozzi et al. , 2002 ;Clifford, 1989 ; Wang et 

Waller, 2006 ), tension de surface faible (Rozzi et al. , 2002 ;  Wang et Waller, 2006 ) , 

(2) procédé flexible (possibilité de contrôler le pouvoir solvant et donc la sélectivité du 

fluide supercritique en modifiant les conditions de température et de pression) 

(3) Temps d’extraction supercritique ‘faible’.  

(4) Température critique relativement basse (31°C) (Clifford, 1989 ; Wang et Waller, 

2006 ; Reverchon et De Marco, 2006) permettant d'éviter la thermodestruction éventuelle des 

composés, de minimiser les risques d’hydrolyse et d’isomérisation des produits (Rozzi et al. , 

2002). 

(5) Procédé non-toxique. 

(6) CO2 disponible. Procédés n’ayant pas d’impact négatif supplémentaire en tant que 

gaz à effet de serre (Ribeiro et al. ,2001). 

L’inconvénient majeur  est l’aspect économique, car ces procédés sont considérés 

comme plus coûteux en investissement que les procédés d’extraction traditionnels (Wang et 

Waller, 2006). Cette technologie exige une consommation d’énergie non-négligeable pour 

atteindre les pressions et les températures requises pendant les différentes étapes d’extraction 

(extraction, séparation et recyclage du solvant).  

IV. 2.5.2. Principe   

Le principe du procédé d’extraction, tel que schématisé sur la figure I.12, auquel est 

associé le diagramme (P-T) repose sur la bonne solubilité des matières à extraire dans le 

fluide supercritique (CO2). Comme nous l’avons déjà souligné, l’extraction par CO2 

supercritique ou liquide comporte deux étapes, l’étape d’extraction proprement dite où l’on 

recherche une solubilité maximale du soluté dans le CO2 et l’étape de séparation où au 

contraire cette solubilité doit être la plus faible possible afin de récupérer l’extrait dans sa 

totalité.  
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Figure I. 12 Schéma de principe de l’extraction par CO2-SC associé au diagramme (P-T) 

(Wang et Waller, 2006) 

IV. 2.5.3. Traitement et influence des matrices solides 

L’extraction supercritique à partir de matrices solides peut être menée en mode batch 

ou en mode semi-batch et les propriétés physico-chimiques de cette matrice jouent un rôle 

important dans le processus d’extraction en influençant la durée et le rendement d’extraction 

du ou des composé(s). On peut penser que le processus d’extraction d’un composé comporte 

plusieurs étapes (Figure I.13) :   

• désorption (A → B) ;  
• diffusion hors des pores (B → C) ;  
• solubilisation dans le fluide supercritique (C → D)   
• transport du composé (D → E).  

 
Figure I. 13 Représentation schématique du processus d’extraction de matrices solides par 

fluide supercritique (A → B : désorption du composé ; B → C : diffusion, C → D : 
solubilisation dans le fluide supercritique et D → E : transport) (Carvalho et al. ,2005). 

La solubilité du composé dans le fluide supercritique (C → D) n’est donc pas une 

condition suffisante pour garantir l’efficacité de l’extraction à partir de matrices solides.  
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En général, le profil d’une extraction par fluide supercritique est un processus 

dynamique qui se divise en trois phases : solubilité du composé dans le fluide supercritique, 

diffusion du composé au sein de la matrice et désorption du composé (Lamaison et al. ,1991).  

En mode batch, la matrice solide est disposée dans l’extracteur et le solvant 

supercritique est introduit jusqu’à ce que les conditions opératoires fixées soient atteintes.  

Le contact entre la matière et le solvant est maintenu pendant un temps relativement 

long (plusieurs heures) ou court (dépendant des molécules et des produits à extraire) afin 

d’atteindre la composition à l’équilibre.  

Cette phase est fortement influencée par l’affinité du soluté avec le matériel solide 

dans l’extracteur et pour réaliser une extraction efficace, il faut que la force motrice du 

procédé soit égale à la concentration à l’équilibre des solutés entre la phase solide et le fluide. 

Dans certaines expériences il est possible d’extraire plus d’un soluté, il faut dans ce cas 

éliminer l’influence et l’effet que peut avoir l’un des solutés sur l’autre. 

Dans certains cas, il n’est pas possible d’extraire toute la quantité du soluté et l’éxtrait 

ne fournit pas d’informations sur le contenu total de ce composé dans la matrice.  

Le procédé en mode semi-batch est le plus largement utilisé et plus pratique surtout 

dans le cas des matrices végétales. La matière première est dans ce cas placée dans 

l’extracteur sous forme d’un lit fixe de particules. Le solvant supercritique est propulsé en 

continu par une pompe à haute pression et le débit est maintenu constant. Un ou plusieurs 

étages de séparation (nombre de séparateurs  généralement de 1 à 3)  peuvent être utilisés 

dans ce schéma afin de séparer les solutés du fluide supercritique. Les extracteurs peuvent 

atteindre des volumes de 10 à 200 cm3 et 500 L respectivement à l’échelle laboratoire et à 

l’échelle pilote (Reverchon, 1997) ; généralement la pression et la température du dernier 

séparateur doivent être maintenues afin de liquéfier le solvant gazeux dans le condenseur. 

La séparation soluté-solvant peut être simple en une seule étape ou en plusieurs étapes, 

cette dernière est réalisée lorsque la masse volumique du solvant est élevée au moment de 

l’extraction. La réussite du procédé de récupération est basée sur le choix convenable des 

étapes de séparation. Par exemple, il est possible de séparer des composés d’un soluté par 

rapport à d’autres en modifiant la température ou la pression.  

Le principe du procédé d’extraction en mode semi-batch suivie de la séparation 

soluté(s)-solvant par détentes multi-étagée avec recyclage du CO2 est schématisé sur la figure 

I. 14. 
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Figure I. 14 Représentation schématique d’un procédé semi-batch d’extraction supercritique 

avec détente multi-étagée et recyclage du solvant (Penchev, 2010) 

La température et la pression sont les deux paramètres principaux qui permettent de 

changer le pouvoir solvant du fluide supercritique et par conséquent d’améliorer les résultats 

souhaités  à savoir le rendement surtout dans le cas d’extraction de substances très précieuses 

comme les huiles essentielles et les antioxydants.  

Et par conséquent, une augmentation de la pression influence positivement le pouvoir 

solvant du fluide par accroissement de sa densité alors qu’une augmentation de la température 

à pression élevée permet à la fois d’augmenter la tension de vapeur de la substance et de 

diminuer les interactions soluté-soluté.  

Un autre facteur influant en plus du pouvoir solvant est la taille des particules de la 

matrice, il a été démontré qu’une augmentation de la surface de contact avec le fluide 

supercritique lors d’une réduction de la taille des particules se traduit par une forte 

accessibilité du composé à extraire (Penchev, 2010). 

IV. 2.5.4. Aspects énergétiques du procédé d’extraction semi-batch 

D’après Clifford (1989), l’enthalpie et de l’entropie des fluides supercritiques peut être 

présenté sur l’exemple de l’extraction au CO2 supercritique avec recyclage. On suppose que 

les propriétés du fluide restent égales à celles du CO2 pur dans tout le procédé. Le processus 

est schématisé sur la figure I.15.  
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Figure I. 15 Diagramme schématique du processus d’extraction supercritique (Clifford,1989)  

Point A : CO2 dans le condenseur à -3 °C et à 40 bar 

Point B : CO2 comprimé à 200 bar et réchauffé jusqu’à 47 °C 

Point C : CO2 dans l’extracteur  

Point D : CO2 est détendu à 40 bar dans le séparateur qui doit être chauffé pour que le CO2 

reste à l’état gazeux (la température reste ainsi égale à 47 °C) 

Le CO2 est ensuite refroidi puis renvoyé au point A pour être recyclé.  

La compression d’un liquide est dans ce procédé adiabatique et réversible, entre le 

point A et le point B l’entropie du CO2 reste pratiquement constante et égale à 136 J.mol-1K-1. 

En raison du travail de compression, la température du CO2 augmente de 10 °C. Au point A, il 

y a une différence de 0,7 kJ.mol-1 puisqu’ à -3 °C et 40 bar, l’enthalpie est égale à 21,7 kJ.mol-

1 tandis qu’à 7 °C et 200 bar, elle est de 22,4 kJ.mol-1. Cette  différence correspond au travail 

nécessaire pour comprimer le CO2 liquide de 40 à 200 bars.  

Au point B, le CO2 est à l’ « état »supercritique suite à sa vaporisation qui nécessite 3,8 

kJ.mol-1 à l’échangeur de chaleur. L’étape suivante requiert l’apport énergétique sous forme 

d’énergie thermique (8,6 kJ.mol-1) suite aux changements du fluide qui va passer de l’état 

liquide à l’état vapeur entre les points C et D.  

 Afin de revenir au point A il faut une perte d’énergie 13,1 kJ.mol-1 de dans l’étape 

entre le point D et A se résumant à une condensation du CO2 jusqu’à 40 bar. La quantité totale 

d’énergie retirée au niveau de cet échangeur doit être égale à l’énergie totale fournie au 

système pour la compression et le réchauffement entre les points A et D (Clifford, 1989). 
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IV. 2.6. Influence des paramètres d’extraction  

IV. 2.6.1. Effet de la température et de la pression  

  Le choix des conditions opératoires dépend des spécificités du soluté ou d’une 

famille de composés à extraire. Il est nécessaire de toujours tenir compte de la masse molaire 

et de la polarité du constituant à extraire.  

Certaines règles générales peuvent être appliquées, la première règle est que dans le 

cas d’extraction des composés thermolabiles, la température d’extraction qui doit être fixée 

entre 35 et 60°C (supérieure à la température critique du CO2), l’augmentation de la 

température à pression constante réduit la masse volumique du CO2 –SC, ce qui conduit à une 

augmentation de la pression de vapeur des composés à extraire, par conséquent  la tendance 

de ces composés de passer dans la phase fluide augmente.  

Souvent, la capacité du solvant aux conditions opératoires données est décrite en 

fonction de la masse volumique du CO2, qui dépend de la température et de la pression. Dans 

les conditions opératoires données, la masse volumique du CO2 varie entre 150 et 1000 kg/m3  

et dépend de la pression et de la température, aussi sa variation n’est pas linéaire (Luque de 

Castro et al. ,1994). 

A pression élevée, il peut y avoir l’extraction de composés indésirables et qui peut 

faire varier d’une manière considérable la solubilité du soluté recherché.  

Langa et al. , (2009) ainsi que Reverchon et al. , (1992) ont étudié  l’influence de la 

pression et de la température et ont montré que l’augmentation de la pression  entraîne une 

augmentation du rendement de l’extraction, ce qui est dû à une augmentation de la masse 

volumique du solvant, cependant le même résultat n’est pas assuré lors d’une augmentation de 

la température à cause de l’influence soit de la masse volumique du solvant, soit de la 

pression de vapeur des composés à extraire.  

IV. 2.6.2. Solubilité dans le CO2 supercritique 

La détermination de la solubilité du composé à extraire ou à séparer dans le solvant (la 

solubilité des composés non-désirés est aussi prise en considération) est une information 

fondamentale dans le domaine de l’extraction supercritique. Cette information est autant plus 

utile quand il s’agit de l’extraction de flaveurs ou de fragrances (Reverchon, 1997).  

Les matrices végétales contiennent beaucoup de composés lipophiles facilement 

extractibles avec du CO2 supercritique. La connaissance de la solubilité de ces composés 

permet de sélectionner la pression et la température d’extraction surtout lorsqu’une séparation 

en plusieurs étapes est envisagée (Reverchon, 1996). Par exemple, le linalool, un terpène 
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oxygéné typique, est complètement miscible avec le CO2 supercritique à haut pression (85 

bar) quand la température est placée à 40°C (Reverchon et De Marco, 2006).  

La solubilité est déterminée par diverses méthodes expérimentales : méthodes statique-

analytique, statique-synthétique et dynamique. Dans le cas des méthodes statistiques, le 

composé est placé dans un volume fermé et les conditions d’équilibre sont obtenues en 

attendant un temps assez long. Dans le cas de la méthode dynamique, le solvant supercritique 

passe au travers du soluté. 

Le temps de contact établi dans le système est suffisamment long pour que les 

conditions proches de l’équilibre soient obtenues.  

IV. 2.6.3. Influence du co-solvant  

Comme il a été mentionné précédemment, la polarité du CO2 est intermédiaire entre 

celle d’un solvant non-polaire comme l’hexane et d’un solvant faiblement polaire (Hodulin et 

al. , 2003, King et Bott, 1993 ; Senorans et al. ,2000 ; Vaher et Koel , 2003). Le CO2 est alors 

très bon solvant pour des molécules apolaires mais un mauvais solvant pour des molécules 

polaires. 

  L’augmentation de la solubilité engendrée par  les co-solvants permet de baisser la 

pression d’extraction  ceci peut être intéressant dans le calcul du bilan énergétique du procédé. 

La sélectivité induite par l’ajout d’un co-solvant polaire peut être due à des interactions 

spécifiques avec le soluté. L’addition d’un tiers corps polaire permet d’augmenter la polarité 

du CO2, et donc d’augmenter la solubilité des composés polaires. Le résultat est une 

amélioration de l’affinité et du pouvoir solvant par rapport aux molécules polaires. 

L’addition d’un co-solvant conduit à la perturbation de l’environnement qui entoure la 

molécule ce qui permet d’augmenter la densité locale  autour de cette molécule. Cette 

amélioration est également expliquée par l’existence d’interaction attractive dipôle-dipôle ou 

par formation d’interactions spécifiques soluté-solvant et co-solvant de type liaison hydrogène 

ou complexe à transfert de charge (Señoráns et al. ,2000).   

L’étape qui suit directement l’extraction utilisant un co-solvant est l’élimination de ce 

co-solvant (évaporation) ceci complique la mise en œuvre d’un procédé de fractionnement 

d’où leur utilisation rare voir inexistante dans l’ l’industrie alimentaire, à l’exception de l’eau 

qui est faiblement soluble dans le CO2 supercritique, mais dont le rôle paraît déterminant lors 

de l’extraction de produits végétaux (Esqivel et al. ,1999) comme l’extraction de la silymarine 

des graines de Silybum marianum (Skerget et al. ,2003). 
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IV. 2.6.4. Influence du temps sur la composition des extraits 

La durée d’extraction dépend généralement des composés que l’on souhaite extraire et 

donc de leurs propriétés physico-chimiques par exemple l’extraction de monoterpénes 

présents dans les feuilles de menthe réalisées par Ozer et al. , (1992) a eu lieu au début de 

l’expérience alors que celle des composés lourds est prévue à la fin de l’extraction. 

D’après les résultats obtenus par Kerrola et al. , (1994) l’extraction des monoterpénes 

des racines de l’angélique à 120 bar et 50°C a donné des pourcentages différents selon le 

temps d’extraction à savoir 83% au début de l’extraction, 55% au milieu de temps 

d’extraction et 14% à la fin de l’extraction. Les produits lourds (34 % de coumarines et 

psoralènes et 43 % d’acides gras et autres composés lourds) sont aussi présents dans l’extrait 

obtenu à la fin de l’expérience. 

 
Figure I. 16 Variation de la composition de la sauge en fonction du temps d’extraction 

(P=120 bar, T=50°C) (Reverchon et al. ,1995). 

Les travaux de Reverchon et al. , (1995) ont permis d’étudier la composition de l’huile 

essentielle des feuilles de sauge en fonction du temps à 90 bar et à 50°C ; ces feuilles sont 

séchées à l’air libre et à l’ombre, la teneur en eau est de 9,6% de matière sèche avec un 

diamètre moyen de particules égale à 0,25mm  (figure I.16). Les résultats obtenus permettent 

de conclure qu’il existe une large variation de la composition en fonction du temps expliqué 

par la différence du temps de diffusion des différents composés à l’intérieur de la matière 

végétale. 

IV. 2.6.5. Influence du débit de solvant   

Un autre facteur ayant une grande influence sur l’efficacité de l’extraction est le débit 

du solvant d’extraction qui est en effet la vitesse de pénétration du fluide à travers 

l’extracteur ; si la vitesse est lente, le solvant pénètre en profondeur la matrice solide. La 

vitesse du fluide (vitesse linéaire) dépend fortement du débit et de la taille de l’extracteur.  
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Papamichail et al. , (2000) ont observé une augmentation de  la quantité extraite en 

fonction du temps lors d’une augmentation du débit lors de l’extraction des grains de céleri. A 

faible débit, la quantité extraite par kilogramme de CO2  est plus grande, ceci est à cause de la 

résistance de diffusion intra-particulaire.  

Kerrola (1994)  & Reverchon et Sesti Osseo (1994) ont conclu que le débit du solvant 

peut contrôler le procédé d’extraction si les conditions d’équilibres sont atteintes ou si le 

mécanisme du transfert externe est  dominant durant le procédé d’extraction. Par contre dans 

le cas où  le transfert interne contrôle le procédé, l’influence du débit est négligeable comme 

le montre la figure I.17 ou deux débits différents produisent pratiquement la même vitesse 

d’extraction de l’huile essentielle de sauge (Reverchon  et Marrone ,2001).  

 
Figure I. 17 Influence du débit de CO2 sur le rendement d’extraction de la sauge (Reverchon, 

1996)  

IV. 2.6.6. Influence de la taille des particules de la matrice solide   

  En général, une augmentation du rendement de l’extraction est liée à la dimension 

des particules de la matrice solide. En effet, la réduction de la taille des particules engendre 

une augmentation de la surface d’échange et conduit à  une augmentation de la masse 

d’extrait.  

Reverchon et De Marco (2006) ont pu évaluer un diamètre optimal (0,25 et 2,0 mm) 

choisi en prenant en considération la quantité d’eau présente dans le solide et la quantité de 

composé liquide extrait qui peut produire le phénomène d’agglomération. Par contre 

différents travaux (Ozer, 1992 ; Reverchon et Marrone, 2001 ; Reverchon et De Marco ,2006) 

ont montré que  l’utilisation de très fines particules conduit à la formation de canaux à 

l’intérieur de la cellule végétale. 
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Chapitre II EXTRACTION  

 

I. Procédés d’extraction  
 

I.1.Introduction 

Parmi de nombreuses techniques d’extraction, l’extraction par solvants organiques 

est la méthode la plus conventionnelle et, également, la plus utilisée. L’extraction par CO2 

supercritique est par contre un procédé qui est assez récent et très efficace à cause de la 

facilité  de modification de la polarité et de la densité du solvant d’extraction et de la facilité à 

éliminer ce dernier (détente du CO2-SC). 

Nous détaillerons dans une première partie les techniques expérimentales utilisées 

pour extraire les molécules actives des graines de Silybum marianum et dans une deuxième 

partie les résultats obtenus ainsi que les paramètres qui influencent cette extraction. 

I.2. Matériels et méthodes  

I.2.1. Matériel végétal 

L’échantillonnage n’a été réalisé qu’après le passage de la plante par trois phases de 

croissance : phase végétative, phase de floraison, phase de maturation et phase de récolte. La 

récolte a été réalisée dés le mois de mai jusqu’au mois d’août au sud de la Tunisie. Les 

feuilles, tiges, racines ainsi que les impuretés qui les accompagnent ont été éliminées grâce à 

un tamis classique. Les graines, de taille de 7 à 8 mm en moyenne sont séchées à l’aire libre 

sous le soleil (figure II.1) puis sont conservées dans un endroit sec afin de garder les graines 

sèches.  
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Figure II. 1 Graines de Silybum marianum originaire du Nord de la Tunisie 

Ensuite les graines sont broyées (moulin à café) jusqu’à l’obtention d’une poudre fine 

et homogène. Grâce à une tamiseuse, la répartition granulométrique 250 µm ≥ Ø ≥ 2500 µm a 

été établie et le diamètre moyen est estimé à 310 µm. 

Les pourcentages en eau,  en matière sèche MS (par séchage dans l’étuve), matière 

minérale MM (par incinération dans le four) et matière organique MO  sont résumés dans le 

tableau II.1. 

% eau  % MS % MM % MO 

4,04±0,202 95,95±0,36 4,81±0,059 95,18±0,177 

Tableau II. 1 Pourcentages en eau, matières volatils, sèche, minérale   et organique  
(Ben Rahal, 2008). 

I.2.2. Extraction par solvants organiques 

La méthode normée du Soxhlet (NF V 03_903) (figure II.2) a servi de référence pour 

la détermination de la concrète. C’est un appareil qui porte le nom de son inventeur Franz 

Von Soxhlet, il permet l’extraction à chaud d’un solide par un solvant. Les extraits prélevés  

seront traités avec un évaporateur rotatif pour éliminer toutes les traces des solvants 

d’extraction. Les solvants utilisés sont le chloroforme à 61°C, l’hexane à 68°C , l’éther de 

pétrole à 137°C. 30 g des graines de Silybum marianum broyées sont disposées dans une 

cartouche, et elles sont introduites dans un extracteur de type Soxhlet, équipé à sa base d'un 

ballon de 250 mL dans lequel 100 mL de solvant sont introduits. Le solvant est mis en 

ébullition dans le ballon, sa vapeur passe par le tube latéral et se condense au niveau du 

réfrigérant. Le solvant remplit progressivement la chambre d'extraction contenant le solide, se 

charge d'une partie du produit à extraire et la solution est ensuite siphonnée automatiquement 

dans le ballon dès que la chambre d'extraction est pleine.  

La durée d'extraction est mesurée à partir de l'ébullition du solvant. Le mélange 

recueilli est soumis à une évaporation du solvant par un évaporateur rotatif (RV 10 basic 

standard). Ce traitement s'effectue à température modérée (40°C). A son issue, on récupère la 

fraction concrète. Les expériences d’extraction et leurs paramétres sont consignés dans le 

tableau II.2(V (solvant) =100mL ; Ø=310µm). 

Echantillon Solvant utilisé Température 
(°C) 

Durée d’extraction 
(h) 

E1 Hexane 68 6 
E2 Chloroforme 61 3,5 
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E3 Ether de pétrole 137 6 

Tableau II. 2 Paramètres des expérimentations par solvants organiques  

  

Figure II. 2 Montage d’extraction par l’appareil de Soxhlet(solvant d'extraction (1), 
 ballon (2) , tube d'adduction (3), corps en verre (4) ,cartouche en papier-filtre épais (5), tube 

siphon (6-7), réfrigérant (9-10-11)  
 

L’extraction par solvant présente certains inconvénients :  

 l’extraction se fait à chaud (le solvant est porté à ébullition),  

 la masse de matrice végétale est limitée par la taille de la cartouche  

 la température d’ébullition de l’extrait est supérieure à la température d’ébullition du 

solvant. 

Afin de mieux évaluer cette méthode d’extraction, nous avons aussi expérimenté 

un autre procédé  pour pouvoir comparer : l’extraction par CO2 supercritique. 

I.2.3. Extraction par CO2 supercritique  

L’installation utilisée est un système d’extraction dynamique où l’extracteur est un 

cylindre métallique, placé en série avec trois séparateurs. Ces capacités disposent d’un 

système de double enveloppe permettant la thermostatation. Cette installation comprend une 

bouteille de CO2, un échangeur froid, un échangeur chaud, une pompe haute pression et 

plusieurs bains thermostatés (figure II.3 et figure II.4).  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Solvant
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ballon_%28chimie%29
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La procédure utilisée pour extraire les huiles des graines de Silybum marianum a été 

empruntée à la littérature (Szentmihalyi et al. ,1998). L’introduction de l’échantillon et le 

temps de contact sont d’environ une heure. 

 Préparation du CO2 supercritique : Le CO2 sortant de la bouteille est sous forme gazeuse, sa 

pression est comprise entre 50 et 60 bar et sa température est égale à la température ambiante. 

Il est ensuite refroidi à une température de 4 à 5°C grâce à un échangeur froid et liquéfié 

ensuite au niveau de la tête de pompe qui est refroidie. Le liquide est ensuite pompé, 

réchauffé à l’aide d’un échangeur chaud et dirigé vers le pied de l’extracteur.  

 

Figure II. 3 Schéma de l’installation d’extraction dynamique  

( conditions limites d’utilisations : T = 80 °C, P = 250 bar) 

 

Figure II. 4 Pilote d’extraction par CO2 supercritique au LRGP 
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Extraction : La température de la double enveloppe de la colonne d’extraction est réglée 

grâce à un bain thermostaté (HUBER). Une pompe (Dosparo Milton Roy-MILROYAL D) à 

membrane métallique, commandée par un sysytème de régulation tout ou rien, permet 

d’atteindre la pression de l’extraction. Dans ces conditions de température et de pression, le 

CO2 est supercritique et il pénètre par le bas de l’extracteur. Le débit maximum d’un tel 

système est de 3,2 kg h-1.Le débit de CO2 est mesuré à l’entrée de la colonne d’extraction à 

l’aide d’un débitmètre (MICROMOTION : 1g) à force de Coriolis ce qui permet de 

connaitre la quantité de CO2 utilisée lors de l’extraction. 

Séparation : La séparation CO2- extrait est  réalisée à une température de 50°C. Une fois la 

pression de l’extracteur atteinte, la vanne entre l’extracteur et le premier séparateur est 

ouverte. Les vannes entre les différents séparateurs sont ensuite réglées de manière à laisser 

circuler le CO2  jusqu’à la sortie, tout en essayant de maintenir le débit constant. La durée de 

l’extraction varie entre 60 et 180 min. elle dépend des conditions opératoires.  

L’éthanol est utilisé comme co-solvant pour augmenter la solubilité des antioxydants 

(polyphénols) dans le solvant. En effet, le CO2  supercritique permet de solubiliser des 

composés apolaires et de faible poids moléculaire à une faible température critique (Tc = 

31°C), ce qui permet d’extraire à basse température des produits thermosensibles.  L’éthanol 

est introduit avec une pompe Gilson avec un débit de 5 ml/min pendant 15 min pendant le 

temps de contact de la plante et du CO2 supercritique (avant de pomper le CO2 supercritique). 

La colonne d’extraction est une capacité cylindrique à double enveloppe en acier 

inoxydable Sa fermeture s’effectue par l’utilisation de frittés et de cerclips qui permettent 

d’assurer que la poudre de graine de Silybum marianum ne sorte pas de l’extracteur à l’état 

solide. Les caractéristiques de l’autoclave sont présentées dans le tableau II.3. 

 

Tableau II. 3 Caractéristiques de l’extracteur     Figure II. 5 Schéma de l’extracteur en inox 

Volume (cm3) 125 

Hauteur (mm) 300 

Diamètre interne 

(mm) 

23 

Pmax (Pa) 250 

Matériel Acier inoxydable 

Hauteur du lit (mm) 180  
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La laine de verre et  les billes de verre  sont placées en premier au fond du réceptacle  

et enfin la  poudre de graines La procédure de remplissage se fait dans l’ordre indiqué dans la 

figure II.5.Chaque extrémité de réceptacle (figure II.5) est constituée de frittés qui jouent le 

rôle de filtres métalliques très fins, ils empêchent l’entraînement de l’échantillon solide et 

maintiennent l’ensemble de montage. La poudre de graine de Silybum marianum et des billes 

de verre sont placées dans le réceptacle.  

Le but d’utiliser des billes de verre de diamètre   environ de 1,7 mm est d’accroître la 

surface de contact entre le CO2 et l’échantillon, tout en assurant une distribution homogène 

des substances extraites  dans l’autoclave et d’éviter ainsi la formation d’agglomérats au sein 

de l’extracteur. Ces agglomérats risquent de diminuer la surface de contact avec le CO2. 

Le choix des conditions expérimentales (P, T) a été influencé d’une part par la 

bibliographie (Szentmihalyi et al. ,1998), d’autre part l’installation utilisée ne peut 

fonctionner qu’à des pressions inférieures à 250 bars et à des températures inférieures à 80°C. 

Ceci impose de travailler, dans les séparateurs, à des pressions basses et à des températures 

pas trop faibles, de manière à éviter un refroidissement important lors de la détente qui 

entraînerait la formation de carboglace présentant une grande difficulté de récupération des 

produits. La pression au premier séparateur est toujours approximativement égale à la 

pression de l’extraction alors que la pression des séparateurs n°2 et n°3 est égale 

respectivement à 50 et 10 bars. Le débit moyen est égal à 0.81kg/h. 

Dans le but d’obtenir le meilleur rendement d’extraction plusieurs expériences ont été 

réalisées, en faisant varier la température et la pression. Pour chaque expérience à T, P 

donnée, la masse de l’extrait a été mesurée toutes les 15 minutes. Les extraits d’une 

expérience ont été ressemblées puis l’élimination de l’éthanol pour l’exploitation des résultats 

quanlitatifs qui se fait par évaporation du solvant avec un évaporateur rotatif. Pour chaque 

expérience, la matière première est  pesée avant d’être positionnée dans l’extracteur. Ce 

dernier est alors fermé et le CO2 est alimenté avec un débit constant. La pression et la 

température dans l’extracteur et dans les trois séparateurs sont maintenues également 

constantes. En fin d’extraction, la matière est à nouveau pesée afin d’estimer la perte de masse 

de la matière première. 

Rendement de l’extraction : Le rendement de l’extraction au CO2-SCa été déterminé après 

évaporation de l’éthanol des extraits. 2ml de chaque extrait est mis dans un creuset en 

aluminium et placé dans un four sous vide VWRScientific Modèle 1415M. Les expériences 

d’extraction et leurs paramétres sont consignés dans le tableau II.4. 
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E P (bar) T (°C) Vm CO2 
(cm3/mol) 

ρCO2 
(kg/m3) 

tc 
(min) 

Co-solvant Solubilité  

E4 100 40 82,03 540 30 +  
E5 100 50 122,42 360 30 +  
E6 100 60 156,90 280 30 +  
E7 100 70 182,14 240 30 +  
E8 100 80 203,03 220 30 +  
E9 120 40 69,67 630 30 +  

E10 120 50 86,30 510 30 +  
E11 120 60 110,87 400 30 +  
E12 120 70 134,70 330 30 +  
E13 120 80 154,84 280 30 +  
E14 140 40 64,02 690 30 +  
E15 140 50 74,07 590 30 +  
E16 140 60 88,49 500 30 +  
E17 140 70 105,96 420 30 +  
E18 140 80 123,28 360 30 +  
E19 160 40 60,43 730 30 +  
E20 160 50 67,72 650 30 +  
E21 160 60 77,48 570 30 +  
E22 160 70 89,68 490 30 +  
E23 160 80 103,17 430 30 +  
E24 180 40 57,83 760 30 +  
E25 180 50 63,61 690 30 +  
E26 180 60 70,96 620 30 +  
E27 180 70 80,00 550 30 +  
E28 180 80 90,37 490 30 +  
E29 220 40 54,17 810 30 +  
E30 220 50 58,32 750 30 +  
E31 220 60 63,27 700 30 +  
E32 220 70 69,13 640 30 +  
E33 220 80 75,837 580 30 +  
E34 220 40 54,17 810 30 - 61,34 
E35 220 60 63,27 700 30 - 15,82 
E36 220 70 69,13 640 30 - 17,61 
E37 220 80 75,837 580 30 - 17,86 
E38 180 40 57,83 760 30 - 11,91 
E39 180 60 70,96 620 30 - 3,31 
E40 180 70 80,00 550 30 - 10,34 
E41 180 80 90,37 490 30 - 1,38 
E42 220 40 54,17 810 15 -  
E43 220 40 54,17 810 60 -  
E44 220 40 54,17 810 90 -  
E45* 220 40 54,17 810 30 -  
Tableau II. 4 Paramétres des expérimentations  d’extraction par CO2 supercritique (E : 
Echantillon ; P : Pression; T: Température; Vm CO2:Volume molaire de CO2 ; ρ CO2: Masse 
volumique du CO2: Tc : Temps de contact ; Co-solvant : éthanol à un débit de 5ml/min ; Dm : 
Diamètre moyen de la particule =310µm ; solubilité en g extrait/g de CO2 déterminée à partir 
de la figure II.8 page 84) 
*Dm=620µm  
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II.Résultats 

L’objectif de ce chapitre est d’étudier expérimentalement l’influence des paramètres 

opératoires principaux (solvants d’extraction, temps d’extraction, température, pression, 

granulométrie, débit de CO2 et présence de co-solvant) sur le rendement en extrait huileux et 

sur la cinétique du processus d’extraction, afin de pouvoir sélectionner des conditions 

opérationnelles favorables à l’extraction.  

II.1. Rendements 

II.1.1. Extraction par solvants  
L’extraction par solvants organiques consiste à épuiser la matière végétale en 

molécules extractibles par un solvant puis à éliminer ce dernier par évaporation. Le choix du 

solvant doit donc obéir à trois critères principalement liés aux caractéristiques physiques de ce 

solvant. 

 Etat physique du solvant : Le solvant doit être liquide à la température et à la pression 

où l'on réalise l'extraction, volatile à des températures pour lesquelles la majeure part 

des extraits se trouve à l’état liquide.  

 Miscibilité du solvant : Le solvant doit être non miscible à la phase qui contient 

initialement le composé à extraire. 

 Solubilité : Le composé à extraire doit être très soluble dans le solvant. C'est à dire, 

beaucoup plus soluble dans le solvant que dans le milieu où il se trouve initialement.  

 Densité du solvant : Il est nécessaire de connaître ce paramètre dans le cas de la 

séparation par décantation. 

Les extraits obtenus sont des huiles de couleur jaune, très aromatisées dont la masse 

volumique  est de 0,8 à 0,9g ml-1 et le taux de sucres est de 5,85 à 7,45(obtenu à l’aide d’un 

réfractomètre d’Abbe). Les résultats d’extraction par solvants organiques sont calculés selon 

la formule suivante et sont consignés dans le tableau II.5. 

 

Solvants Rendement 
(%) 

Rendement (%) 
Hadolin et al,,2001 

Rendement (%)* 
Szentmihalyi et al,,1998 

Hexane (E1)     21,88 20,90 23,00 
Chloroforme (E2) 28,85 21,70 - 

Ether de  pétrole (E3) 19,46 22,50 - 

Tableau II. 5 Rendements des extractions par solvants organiques (%*: 23g huile/100g de fruit 
(10g/250ml hexane /3h)) 
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Le rendement des extractions (Tableau  II.5) montre que le chloroforme est le meilleur 

solvant puisqu’il permet d’obtenir la plus grande quantité d’extractibles, suivi de l’hexane ; 

l’éther de pétrole est en ces termes, le plus mauvais des trois solvants considérés.  

Le rendement maximal est donné par le chloroforme (28.85%) dans nos expériences 

alors qu’il est donné par l’éther de pétrole (22.50%) dans les travaux de Hadolin et al. , (2001) 

Les graines sur les quelles notre étude est basée, originaires du nord de la Tunisie offre  

un rendement plus efficace que celle utilisée dans l’étude de Hadolin et al. , (2001) originaire 

de la Slovénie. Cette différence de rendement est peut être dû au milieu de culture de cette 

plante et donc écologiquement aux conditions climatiques, ou  type de sol, aux fertilisants 

utilisés à la pluviométrie qui changent entre le contour méditerranéen (lieu de naissance 

spontanée de cette plante) et la Slovénie et autres pays centrales de l’Europe (lieu 

d’implantation) ; ce qui a accentué cet écart.  

Selon Szentmihalyi et al. , (1998), le rendement des graines de chardon Marie est de 

23%, cette différence est due à l’origine de la matrice végétale qui sont des poudres 

commerciales dans ces travaux (Herbaria Trading Co.,1996).  

 Dans le but de la recherche de la technique d’extraction la plus fiable de point de vue 

rendement, on a exploré d’autres méthodes d’extraction telle que l’extraction par CO2 

supercritique. 

II.1.2. Extraction par CO2 supercritique 

Afin d’étudier l’influence des principaux paramètres opératoires, nous avons réalisé 

des expérimentations en faisant varier ces paramètres dans les limites imposées par le matériel 

disponible au laboratoire des Fluides supercritiques (LRGP-ENSIC-Nancy) et par le matériel 

végétal. 

Le paramètre utilisé pour exprimer les résultats dans cette partie est le Rendement total 

(%) de l’extrait supercritique qui est consigné dans les tableaux II.6 à II.9. Cependant, ce 

paramètre a été étudié en fonction de plusieurs conditions expérimentales ; les principales 

d’entres elles sont la pression et la température. D’autres facteurs ont aussi un rôle 

déterminant dans la cinétique d’extraction et ont été testés à savoir l’ajout (tableau II.6) ou pas 

d’un co-solvant (tableau II.6), le temps de contact entre la matrice végétale (tableau II.8) et la 

CO2 supercritique et enfin la granulométrie (tableau II.9). 

La première observation après extraction à partir des graines de Silybum marianum est 

l’aspect des extraits : la couleur est blanche à jaunâtre, le produit est visqueux et lourd 

aromatisé pour les extractions réalisées sans co-solvant, par contre celles réalisées avec 



II. Extraction  

Page |81 
 

l’éthanol, la couleur est jaune foncée, le produit est liquide du fait de sa solubilité dans 

l’éthanol et avec absence totale d’arôme. (Figure II.6) 

       

Figure II. 6 Aspect des échantillons obtenus après extraction sans ajout de co-solvant (a) et 

avec ajout de co-solvant (b). 

Influence de la pression : Les tableaux II.6, 7, 8 et 9 montrent que parmi les meilleurs 

rendements 30,87% avec co-solvant (tableaux II.6) et 32,37% sans co-solvant (tableaux II.7) 

figurent ceux obtenus à forte pression (220 bar) ; c’est la pression imposée par l’appareillage 

sachant que certains pilotes d’extraction permettent de travailler à fortes pressions. 

Généralement la polarité du solvant est reliée à sa masse volumique dans les conditions 

opératoires données, la masse volumique du CO2 varie entre 0,15 et 1 g/cm3 et dépend de la 

pression et de la température, aussi sa variation n’est pas linéaire.  

Rendement (% ) 100 bars 120 bars 140 bars 160 bars 180 bars 220 bars 
T=40°C 27,3 26,7 24,7 22,0 26,1 30,8 
T=50°C 19,8 17,1 19,5 28,3 20,7 27,6 
T=60°C 12,5 13,4 16,9 13,5 14,2 21,9 
T=70°C 22,1 21,2 12,6 17,2 16,9 25,2 
T=80°C 15,3 23,0 19,1 20,9 19,6 17,5 

Tableau II. 6 Rendements (%) des extractions par CO2 supercritique par ajout de co-solvant 5 
ml/min pendant 15min (Vtotal = 75 ml d’éthanol) ; m graines=30g 

Rendement (% ) 180 bars 220 bars 
T=40°C 22,4 32,3 
T=60°C 21,7 30,1 
T=70°C 24,1 26,1 
T=80°C 27,7 30,2 

Tableau II. 7 Rendements (%) des extractions par CO2 supercritique sans co-solvant 

Temps de contact 15 min 30 min 60 min 90min 
Rendement (%) 19,8 32,3 20,7 19,1 

Tableau II. 8 Rendements (%) des extractions par CO2 supercritique  à différents temps de 
contact à P=220bars,T=40°C 

 

 

(a) (b) 
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Diamètre moyen 310µm 620µm 
Rendement (%) 32,3 13,5 

Tableau II. 9 Rendements (%) des extractions par CO2 supercritique à différentes 

granulométries à P=220bars,T=40°C 

L’augmentation de la pression entraine un accroissement important du rendement. 

Lorsque la pression passe de 180 à 220 bars (à 40 °C) cet accroissement atteint 10 %. Cette 

évolution est expliquée par l’augmentation de la masse volumique du solvant avec la pression 

(de 761 à 817 kg/m3) qui a pour conséquence l’accroissement de la solubilité du soluté.  

L’extraction par le CO2 supercritique donne un rendement maximum de l’ordre de 

32,37 d’huile par 100 g de matière sèche (E34), et 28.85 d’extrait huileux par 100 g de 

matière sèche (E3). 

Dans le but de la recherche de la technique d’extraction la plus fiable de point de vue 

rendement, on peut postuler que l’extraction par CO2 supercritique  offre de nombreux 

avantages. L’extraction par fluides supercritiques montre le plus haut pourcentage de 

rendement et avec une quantité d’huile pure et sans traces de solvants  ce qui est le but de 

nouvelles techniques d’extraction qui trouveront leurs exploitations dans les domaines 

agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.  

Influence de la température : De point de vue température (tableau II.6), l’expérience 

qui permet d’offrir un rendement maximum est celle menée à une température de 40°C, ceci 

est remarquable pour presque toute pression d’extraction choisie (à 100 ,120 ,140 ,180 et 220 

bars avec co-solvant ; à 220 bars sans co-solvant (tableau II.7)) ceci s’explique par le fait que 

cette température est proche de  celle du point critique du CO2. 

Plusieurs études (Nguyen et al.  ,1991 ; Langa et al. , 2009) concernant l’influence de 

la pression et de la température ont montré que l’augmentation de la pression entraîne une 

augmentation du rendement de l’extraction, ce qui est dû à une augmentation de la masse 

volumique du solvant, par contre une augmentation de la température ne donne pas le même 

résultat, du fait de l’influence soit de la masse volumique du solvant, soit de la pression de 

vapeur des composés à extraire. Reverchon et Senator (1992) ont montré que pour un grand 

nombre de plantes et de graines, les conditions optimales d’extraction sont une pression de 

100 bars et une température de 40 °C. 

Influence de l’ajout du co-solvant : L’ajout de l’éthanol donne des résultats plus 

faibles par rapport aux expérimentations réalisées sans ajout de co-solvant aux mêmes 

pressions et températures (Tableau II.6 et II.7). Selon Esqivel et al. , 1999, l’ajout du co-
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solvant augmente le rendement d’extraction. Ce postulat contredit les résultats de nos travaux, 

ceci peut être expliqué par plusieurs raisons la plus probable d’entres elle est la perte en masse 

lors de l’évaporation de l’éthanol par l’évaporateur rotatif (difficulté de récupération de 

l’huile dans le ballon d’évaporation).  

La nécessité de l’ajout d’un co-solvant s’est imposée dans le but de l’identification, la 

caractérisation et la quantification des flavonolignanes présents dans la graine de Silybum 

marianum. Ceci est à expliquer dans le prochain chapitre. 

Influence du temps de contact : Comme mentionné précédemment le temps 

d’extraction dépend généralement des propriétés physico-chimiques et des structures des 

composés qu’on souhaite extraire. De nombreuses études (Sun et Temelli, 2006) se sont 

intéressées au temps d’extraction total  (temps d’extraction des caroténoïdes des carottes égale 

à 4h) qui est en fait le temps dynamique additionné au temps statique d’extraction (temps de 

contact entre la matrice végétale et le CO2 supercritique). Par contre certaines d’entre elles 

mentionnent seulement que le temps statique choisi est de 20 à 30 min (Follegatti-Romero et 

al. ,2009) ; c’est une durée dite optimum. L’étude de l’influence  de ce paramètre a permis de 

confirmer que le maximum de rendement d’extraction est à 30 min (rendement =32,37%) 

alors qu’à 15, 60 et 90 min, le rendement est sensiblement égale.  

D’après les travaux Reverchon et Senator (1992), l’augmentation du temps statique de 

l’extraction de l’huile du romarin ne révèle aucun changement dans le rendement d’extraction 

ce qui est dû probablement à un équilibre établi entre les composés de la matrice de 

l’échantillon et le fluide supercritique. Il faut noter que le temps dynamique est égal au temps 

de l’épuisement de la matière végétale, après environ 120 minutes d’extraction comme le 

montre l’exemple de la figure II.7. (Le choix de la pression et de la température  sont 

aléatoires pour expliquer cet exemple d’épuisement de matière en fin de chaque extraction).  

 
Figure II. 7 Epuisement de la matrice végétale à P=220 bars et à T=40°C (E29)  
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Influence de la taille des particules : la nature (graines très sèches 95,955%±0,36), la 

taille (7à 8 mm) et la dureté des graines  nous a permis d’étudier uniquement deux diamètres 

moyens (310 et 620 µm) puisque des particules plus fines peuvent entrainer la formation de 

bouchons à la sortie de l’extracteur. 

Les résultats de nos travaux (tableau II.9.) confirment qu’une augmentation de la taille 

des particules (diamètre moyen=620 µm (sans co-solvant)) engendre une diminution de la 

surface d’échange et conduit à une diminution du rendement de l’extraction (13.50%).  

Les travaux de Szentmihalyi et al (1998) montrent que les résultats de rendement 

d’extraction (Tableau II.10.) sont inférieurs à ceux trouvés dans nos travaux même à très 

fortes pressions (400 bar) et à des températures proches du point critique (35 à 55°C).  

Les différences de pourcentages  peuvent être expliquées par l’origine des graines 

(Herbaria Trading Co. ,1996) et par conséquent les conditions climatiques de la région, le type 

de sol… comme mentionné précédemment. 

Paramétres Rendement (%) Szentmihalyi et al,,1998 
P=30bar;           T=35°C 10,58 
P=120-400bar; T=35°C 3,22 
P=120-400bar; T=55°C 6,095 
P=400bar;         T=35°C 22,678 
P=120-400bar;  T=40°C 2,507 

Tableau II. 10 Rendements d’extraction à différentes pressions et températures  

De point de vue de la solubilité, les travaux de Sˇ kerget et al. , (2003), dont les valeurs 

de solubilité sont consignés dans le tableau II.11, montrent que les valeurs obtenus sont moins 

élevées que celles que nous avons obtenues. 

Paramétres Solubilité 
(tableau II.4)  

Paramétres Solubilité (Sˇ kerget et 
al. , (2003)) 

P=180 bar;T=40°C 11,91 P=187,5 bar;T=40°C 7,7 
P=220 bar;T=60°C 15,82 P=227 bar;T=60°C 17,9 
P=220 bar;T=80°C 17,86 P=218 bar;T=80°C 10,7 
Solubilité (g d’extrait/g CO2) 

Tableau II. 11 Tableau comparatif des résultats de solubilité à différentes pressions et 

températures 
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Figure II. 8 Courbe de détermination de la solubilité (P=180 bar) 

II.2. Cinétique d’extraction par CO2 supercritique 

Les résultats concernant la cinétique d’extraction sont présentés en traçant l’évolution 

de la fraction de masse extraite (g extrait/kg matière première) en fonction du temps. 

La vitesse d’extraction représente la masse de matière extraite (mg) par unité de temps 

(min). Ce paramètre permet de mettre en évidence le régime d'extraction à un temps donné.  

II.1.1.Influence de la pression  

Afin d’évaluer l’effet de la pression  sur le rendement de l’extraction du produit  

huileux des graines de chardon Marie par le CO2 supercritique (avec co-solvant) différentes 

valeurs de pression ont été choisies : 100 bar, 140 bar, 180bar, 220bar (250bar est la limite de 

l’appareillage). Différentes expériences ont été menées tout en fixant la température, le 

diamètre de particules, le débit du CO2 supercritique et le temps de contact.  

La figure II. 9 représente la cinétique d’extraction à 40°C ; avec un temps de contact 

Tc=30 min à partir d’une matière végétale dont le diamètre moyen Dm=310µm à deux 

pressions 180 bar et 220 bar (sans co-solvant). 

Les résultats expérimentaux montrent une augmentation du rendement avec la 

pression. Ceci peut être attribué à l’augmentation du pouvoir solvant du CO2 à haute pression 

en raison de l’augmentation de sa masse volumique. 

La courbe montre une évolution de la vitesse d’extraction en augmentant la pression. 

A 180 bar l’extraction est plus lente et le produit extrait est presque constant au fur et à 
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mesure de temps d’extraction alors qu’à une pression plus élevée (220 bar) le maximum de la 

masse est extraite à la première vingtaine de minutes  et le temps d’épuisement de la matrice 

végétale est très court et ce qui permet de conclure qu’en augmentant la pression d’extraction, 

on obtient une meilleure efficacité du solvant.  

 

Figure II. 9 Cinétique d’extraction en fonction de la pression (T=40°C ; sans co-solvant) 

Même si l’augmentation de la pression conduit à une augmentation de la vitesse 

d’extraction et donc du rendement, il est peut être préférable de travailler avec des pressions 

modérées (100 à 140 bar), où une extraction sélective de l’extrait obtenu. Dans ces conditions, 

plusieurs composés volatils sont préférentiellement extraits et le coût énergétique est moins 

onéreux. 

L’annexe 2 montre les différentes figures de la cinétique d’extraction à différentes 

températures 40, 50,60,70 et 80°C en fonction des  pressions 100, 140,160,180 et 220 bar et 

en présence de co-solvant. 

II.1.2.Influence de la température  

Les  figures II.10 et II.11 montrent l'effet de la température à pressions fixes (sans co-

solvant). Les résultats confirment la tendance générale rapportée dans la littérature Carvalho 

Jr et al. , (2005), et A. K.Genena et al. , (2008) où quand la température augmente le 

rendement d'extraction diminue. Par conséquent, pour une pression fixée, le meilleur 

rendement d'extraction est obtenu à de basses températures. De ces résultats, il peut être 

conclu que l'effet de la température dépend des valeurs de ce paramètre et peut ne pas être 

régulier pour certains systèmes. 
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Pour une pression de 180 bars, le rendement de l’extraction augmente quand la 

température diminue (figure II.10), car dans ce cas, c’est l’effet de l’augmentation de la masse 

volumique du solvant qui prédomine, par rapport à l’effet de la tension de vapeur du soluté.  

Il faut noter qu’une élévation assez importante de la température présente le risque de 

dégradation thermique des molécules les plus intéressantes. En général, des températures de 

l’ordre de 40 à 50 °C suffisent dans l’extraction par CO2 supercritique. 

 

Figure II. 10 Cinétique d’extraction à P=180 bars (sans co-solvant) et à différentes 

températures T=40°C (E38) ; 50°C (E39); 70°C(E40);80°C (E41) 

 

Figure II. 11 Cinétique d’extraction à P=220 bars (sans co-solvant) et à différentes 

températures T=40°C (E34) ; 50°C (E35); 70°C (E36); 80°C (E37) 
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L’annexe 1 montre les différentes figures de la cinétique d’extraction à différentes 

pressions 100, 140, 160, 180 et 220 bar en fonction des  températures 40, 50, 60 , 70 et 80°C 

et en présence de co-solvant. 

II.1.3.Influence de l’ajout de co-solvant 

L’ajout de co-solvant à la matrice végétale a été réalisé par une pompe et a été 

introduit après une mise en contact du CO2-SC avec la plante. Le débit d’éthanol est de  

5ml/min pendant 15min. L’éthanol est un co-solvant polaire et non toxique et sa présence 

dans le substrat permet d’extraire en même temps les composés et les molécules cibles 

(flavonolignanes), cet objectif sera plus développé dans le chapitre suivant.  

Les courbes des figures II.12 et II.13 montrent que l’utilisation de  l’éthanol  comme 

solvant  permet l’augmentation considérable du rendement (dans les expérimentations 

utilisant le co-solvant, le rendement est calculé après évaporation du co-solvant) du à une 

amélioration du pouvoir solvant du CO2. Par contre, dans certaines conditions, cette utilisation 

est accompagnée par une diminution du rendement. L’ajout d’un deuxième solvant peut poser 

des problèmes de contamination, mais ceci n’a pas une  influence  notable dans le cas de 

l’éthanol. 

L’augmentation de la quantité de soluté extrait induite par l’ajout d’un solvant polaire 

peut être due à des interactions spécifiques avec le soluté ou/et à une destruction de la paroi 

cellulaire ce qui conduit à une meilleure solubilisation de certains constituants de l’extrait.  

 

Figure II. 12 Cinétique d’extraction à P=180bar et T=40°C avec et sans co-solvant 
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Figure II. 13 Cinétique d’extraction à P=220bar et T=40°C avec et sans co-solvant  

II.1.4. Influence du temps de contact 

Les courbes des résultats (figure II.14) de rendement d’extractibles obtenus à pression, 

température et à diamètre moyen fixes ont montré que la vitesse d’extraction est plus 

importante à tc=30 minutes. Par contre à tc=15min et à tc=60 min, les courbes sont presque 

identiques et l’augmentation du temps statique de l’extraction ne donne pas une différence 

significative de point de vue masse cumulée d’extrait, ce qui est probablement dû à un 

équilibre établi entre les composés de la matrice de l’échantillon et le fluide supercritique. 

 

Figure II. 14 Cinétique d’extraction à P=220 bars à T=40°C sans co-solvant en fonction du 

temps de contact 
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A tc=90min, la vitesse d’extraction est faible par rapport aux autres temps de contact 

pris dans les expérimentations ce qui permet conclure qu’il existe aussi une étroite relation 

entre la matrice végétale et la force et le temps de diffusion au sein de la particule.  

II.1.5.Influence du diamètre moyen  

La dimension des particules de la matière végétale influe de manière considérable sur 

la cinétique de l’extraction. Cette influence est due, d’une part, à l’augmentation de la surface 

spécifique externe des particules, ce qui augmente la vitesse de transfert de masse et d’autre 

part, au fait que le broyage du substrat, réduit la distance de migration des molécules et donc 

le temps de la diffusion interne. 

La différence des courbes est remarquable au début de temps dynamique de 

l’extraction et on observe que le meilleur résultat est obtenu avec des faibles tailles de 

particules, ceci en raison d’une surface spécifique élevée et par conséquent d’une plus grande 

surface de contact solvant-solide ; ceci est dû au nombre élevé de cellules végétales ouvertes 

et localisées plus près de la surface et une libération facile de l’extrait suite à l’éclatement des 

vacuoles des cellules suite à la succion, ce qui rend le soluté plus accessible au solvant et 

diminue la résistance interne. 

 

Figure II. 15 Cinétique d’extraction en fonction du diamètre moyen   

Les travaux  de Subramaniam et al. ,(2008) ont montré l’importance des opérations de 

prétraitement de l’extraction (prétraitements avec le H2SO4, NaOH, NaHCO3 et avec la 

cellulase). Ces opérations de destruction du tissu cellulaire de la matière végétale permettent 
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une meilleure diffusion du solvant au sein de celle-ci et l’accroissement de la vitesse 

d’extraction. 

II.3. Analyse des particules par Microscope Electronique à Balayage MEB 

L’un des facteurs qui influence considérablement l’extraction est la granulométrie de 

la matrice végétale, et de ce fait on a observé un aspect différent de la poudre avant et après 

extraction (figure II.16) 

 

Figure II. 16 Aspects des poudres des graines de Silybum marianum (a) avant extraction (b) 

et après extraction) 

Une analyse des particules (graines broyées) au Microscope Electronique à Balayage  

((JEOL JSM-6491 LV, Japon), métalliseur (ion sputter : FINE COAT JFC-1100)) a été 

menée. Cette analyse permet de mettre en évidence l’effet du broyage des graines ainsi que 

ses conséquences à l’échelle microscopique. 

Pour une meilleure compréhension de ces phénomènes  et afin d’observer le 

comportement des cellules sécrétrices de la plante, plusieurs photographies par microscopie  

électronique à balayage des graines de Silybum marianum ont été réalisées.  

La graine du chardon Marie a une structure et une forme particulière du fait de la 

dureté de son enveloppe externe, difficile à rompre et à décortiquer. Les photographies de la 

figure II.16 montrent la répartition des particules avant et après l’extraction.  

 

(a) 

 

(a) 

 

(b) 

 

(b) 
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Figure II. 17 Aspects de l’enveloppe externe des graines de Silybum marianum  

   
Figure II. 18 Répartition des graines de Silybum marianum 

Il faut noter que certaines structures sont luminescentes (figure II.118 et figure II.19) à 

cause de la présence de l’huile dans les particules qui reflètent la lumière. L’aspect compact 

de ces structures montre qu’il y a eu un fort entassement de la matière végétale et 

endommagement de la surface des graines et des cellules végétales en raison de l’e xplosion 

produite au niveau de la paroi cellulaire conséquence de l’augmentation soudaine de la 

température. En effet, ces dommages sont générés quand les glandes sont sujettes à un stress 

thermique très sévère et à de hautes pressions et donc la pression interne dans les glandes peut 

excéder leur capacité d’expansion extrême.  

   

(a) 

 

(b) 
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Figure II. 19 Particules des graines de Silybum marianum avant (a et c) et après l'extraction 

(b et d). 

Lors de la recherche des structures, contenant les extraits huileux et responsables de 

leur libération, on a pu observer de nombreux de cristaux à différent agrandissement (Figure 

II.20).  

  

Figure II. 20 Cristaux d’acide ascorbique dans les composés internes de la graine de Silybum 

marianum 

 Ces cristaux ressemblent fortement à des cristaux d’acide ascorbique (figure II.21). 

On émet l’hypothèse que ces structures sont des cristaux d’acides ascorbiques à l’ intérieure de 

la graine de Silybum marianum. 

 
Figure II. 21 Cristaux d’acide ascorbique (Burgess, sciencephotolibrary) 

(c) 

 

(d) 
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III. Modélisation  

L’objectif de la modélisation est de valider les résultats expérimentaux discutés 

précédemment par un modèle numérique permettant la modélisation de plusieurs phénomènes 

qui auront lieu dans un processus d’extraction et qui dépendent essentiellement de la 

distribution du soluté à extraire dans le solide (matière végétale) d’une part et de la nature des 

résistances aux transferts de matière dans la matrice solide d’autre part.  

Le modèle est un outil mathématique qui permet le développement du procédé par 

l’extrapolation des valeurs expérimentales à l’échelle pilote pour l’utilisation à échelle 

industrielle. L’objectif d’un modèle est de permettre d’obtenir des résultats dans des 

conditions opératoires différentes de celles qui sont expérimentales à partir de celles obtenus 

pendant les expérimentations. 

De plus, le modèle ne doit pas être simplement un outil mathématique, mais doit aussi,  

refléter une parfaite maitrise des phénomènes physiques qui interviennent dans le système 

expérimental et dans ses structures. 

Reverchon et Poletto 1996 ont  réalisé dans ce contexte la simulation de l'extraction 

des graines et des fleurs par un bilan de matière différentiel.  

Le modèle adopté est le modèle avec extraction uniforme tout au long du lit proposé 

par Reverchon et Sesti Osseo (1994) : c’est un modèle à deux paramètres (Di et kp), qui 

expriment les effets des différentes résistances aux transferts internes et l’équilibre de partage 

du soluté entre le solide et le fluide. 

On peut résumer les hypothèses de ce modèle de la manière suivante : 

• écoulement de type piston, dans le lit ; 

• les résistances dues à la dispersion axiale, dans le lit, sont négligées ;  

• les résistances au transfert de masse sont localisées dans le solide et caractérisées par 

le coefficient Di 

• l’équilibre de partage du soluté entre le soluté dans le fluide et à la surface du solide 

est linéaire et caractérisé par le coefficient kp 

• vitesse interstitielle constante le long du lit.  

Nous nous sommes intéressés à la modélisation de l’extraction avec CO2-SC (sans co-

solvant), celle du procédé utilisant l’éthanol étant plus complexe  

Les équations de ce modèle sont présentées dans l’annexe3. 

Les résultats représentés dans les figures II.22 et II.23 montrent que les points 

expérimentaux sont bien représentés par le modèle.  
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Figure II. 22 Cinétique d’extraction théorique et expérimentale selon le modèle de Reverchon 

et Sesti Osseo (1994) (180 bar, sans co-solvant à différentes températures)  

 
Figure II. 23 Cinétique d’extraction théorique et expérimentale selon le modèle de Reverchon 

et Sesti Osseo (1994) (220 bar, sans co-solvant à différentes températures)  

D’une manière générale les courbes obtenues par le modèle ont la même tendance que 

celles représentant les valeurs expérimentales ce qui montre la fiabilité du modèle choisi. 

L’effet de la température sur le rendement de l’extraction supercritique de l’extrait de 

graines de chardon Marie a été examiné expérimentalement en considérant différentes valeurs 

de ce paramètre qui sont  40, 50, 60,70 et 80°C. A une pression fixe, les mêmes valeurs sont 

reprises par le modèle pour sa validation.  

Dans le cas de la pression le modèle de Reverchon et Poletto 1996  donne des résultats 

assez cohérents qualitativement où les rendements d’extraction correspondant aux plus 
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grandes valeurs de pression (220 bar) sont toujours les plus élevés. Ceci est comme mentionné 

dans la partie expérimentale dû à l’effet de la pression sur la masse volumique qui augmente 

et générant plus de solvatation.  

IV. Conclusion 
Afin de répondre aux exigences fondamentales des industries alimentaire et 

pharmaceutique, de réduire ou d’éliminer les résidus de solvants organiques dans les produits 

finaux, plusieurs techniques d’extraction ont été testées du point de vue rendement, gain 

d’énergie et non toxicité du procédé.  

L’étude quantitative des deux procédés : extraction par solvants (Soxhlet) et extraction 

par CO2 supercritique et contrairement au résultat attendu, a permis de conclure que le 

meilleur rendement est obtenu pour les extractions par fluide supercritique à forte pression 

(220 bar) et à basse température (40°C) ; ceci valorise cette technique visant une quantité 

estimable de produit pur . 

D’après les résultats obtenus, on peut affirmer que la pression et la température sont 

les deux plus importants paramètres physiques pour l’extraction avec fluide supercritique, 

ayant des incidences théoriques et pratiques sur le processus ; puisqu’une augmentation de la 

pression entraîne une augmentation du rendement de l’extraction et qu’à des températures 

entre 40 à 50°C  l’extraction par CO2 supercritique est la plus rentable.  

Outre cette observation, plusieurs travaux ont appuyé ces résultats et ont montré que 

ces deux paramètres ont une grande influence sur la masse volumique du fluide supercritique 

qui prend une valeur maximale à des pressions très élevées et des températures proches du 

point critique et où il est admis que la solubilité du soluté est maximale dans le fluide 

supercritique. 

La dimension des particules de la matière végétale influe de manière considérable sur 

la cinétique de l’extraction. Cette influence est due à l’augmentation de la surface spécifiq ue 

externe des particules, ce qui augmente la vitesse de transfert de masse. L’addition de 

l’éthanol comme co-solvant à la charge donne un extrait différent. Ce résultat nous mène à 

conclure que l’éthanol peut être utilisé comme solvant dans l’extraction. En plus l’adjonction 

de l’éthanol ne pose aucun problème pour son utilisation dans l’industrie agroalimentaire. 

Cette addition donne un rendement moins élevé que ceux obtenus sans l’éthanol mais 

l’objectif est d’étudier l’aspect qualitatif des extraits obtenus du point de vue molécules 

bioactives. 
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Chapitre III 

I. Analyse des acides gras des extraits de graines de Silybum marianum 

I.1. Introduction  

Le Silybum marianum contient une quantité relativement élevée d’huile (20-30 %) 

(Saller, 1995). Cette huile est un sous-produit de la production industrielle de la silymarine et 

doit être extraite à partir de graines. L'huile contient des phospholipides essentiels, une teneur 

relativement élevée en vitamine E (Hadolin et al. , 2001), et une grande quantité d’acides gras 

insaturés tels que l'acide linoléique ou vitamine F (C18: 2 ou ω6) et de l'acide oléique (C 18: 1 

ou ω9) (Yin et al., 1998). Les premières connaissances sur l’existence des acides gras 

essentiels et sur les rôles multiples qu’ils remplissent chez l’homme et l’animal proviennent 

de l’observation de maladies de carences provoquées par un régime totalement dépourvu 

d’acides gras. C’est ainsi que Burr et Burr en 1929 ont découvert l’importance de l’acide 

linoléique (C18 : 2 n-6 ou ω6) en soumettant des jeunes rats à un régime dépourvu de lipides. 

Les symptômes étaient : retard de croissance, chute de poils, dessèchement de la peau, 

desquamation, altération de la reproduction, etc. 

Les travaux de Li et al. ,2011 et d’El-Mallah et al.,2003 ont concerné l’extraction et 

l’analyse de l’huile de graines de Silybum marianum.  

El-Mallah et al. ,2003 ont adopté l’extraction par solvant organique (chloroforme-  

méthanol) alors que Li et al. ,2011 a étudié l’influence de la durée et le solvant d’extraction  

(hexane pendant 1.5h , hexane pendant 14h et  extraction hydraulique) ainsi que l’effet du 

prétraitement de la matrice végétale (un prétraitement enzymatique p uis une extraction par 

solvant organique (hexane pendant 1.5h)). Les techniques d’analyse utilisées ont été GC-FID 

(El-Mallah et al. ,2003) et GC-MS (Li et al. ,2011) 

Dans nos travaux, nous procéderons à l’analyse des acides gras des extraits huileux 

obtenus par solvants organiques (hexane, chloroforme, et éther de pétrole) et par CO2-SC 

(avec ou sans co-solvant), dont l’influence des paramètres d’extraction ont été étudiée dans le 

chapitre précédent, par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à un Détecteur à 

Ionisation de Flamme (GC-FID) et par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à un 

Spectromètre de Masse (GC-MS). 
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I.2. Techniques analytiques  

L’extrait est obtenu après  extraction des graines de chardon récoltées et conservées à 

une température T<60°C sans la présence ni de solvant ni de produits chimiques. L’huile a un 

aspect liquide de couleur jaune claire avec une odeur bien spécifique caractérisant la plante et 

la graine. Les propriétés des extraits sont résumés dans le tableau III.1 qui représente l’aspect, 

l’odeur, la couleur, la densité et les indices de saponification, d’acidité et de réfraction des 

extraits obtenus par solvants organiques et un seul exemple (E34) des extraits obtenus par 

CO2 supercritique puisque tous les extraits obtenus par CO2-SC auraient les mêmes 

propriétés. 

 D’après le tableau III.1, les valeurs des indices restent dans la moyenne des huiles 

réputées pour l’utilisation en cosmétique comme celle de l’huile d’argan (indice de réfraction 

= 1.47) qui reste la meilleure référence en cosmétologie et en industrie cosmétique (Radi, 

2003). 

 E1 

(Hexane) 

E2  

(chloroforme) 

E3 

(Ether de pétrole) 

E34 

(CO2-SC) 

Aspect Liquide Liq.vis Liquide Liquide 

Odeur Aroma Aroma Absente Aroma 

Couleur Jaune Jaune Jaune f Trans.j 

Densité 0,86 0,99 0,92 0,98 

Is 1,24 1,52 3,85 3,35 

Ia 43,19 28,97 32,6 22,44 

Ir 1,4 1,43 1,46 1,45 

Tableau III. 1 Propriétés des extraits huileux 

Liq.vis : Liquide visqueux /Arom : Aromatique ; Trans.j : Transparent vire vers le jaune/ Jaune f : jaune 

foncé ;Is : Indice de saponification (g -1ml-1 ; Ia : Indice d’acide (mol g-1) ;Ir : Indice de réfraction 

I.2.1. Analyse par GC-MS 

Une masse de 1 mg d’extrait (extrait cumulée) d’huile diluée dans 10 µL d’hexane 

sont injectés (0,2µL à l’aide d’une micro-seringue) dans le dispositif d’introduction directe 

d’échantillon de l’appareil de GC-MS. Le dispositif  permet d’effectuer une désorption 

thermique des échantillons directement dans l’injecteur programmable en température.  

La programmation de température suivante a été appliquée : un plateau d’une minute à  

une température constante de 70°C, puis un chauffage rapide de 20°C.min-1 jusqu’à atteindre  

200°C,  et un plateau à 260°C.  
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Les analyses ont été réalisées sur le chromatographe Hewlett Packard 5890 II, équipée 

d'une colonne capillaire HP-5 ms (30 m• de 0.25 mm. , 0.25 μm). Le débit du gaz vecteur 

(Hélium) a été réglé à 20 mL.min-1 en sortie de la colonne et la durée totale de l’analyse 

chromatographique est de 25 minutes.  

Le spectromètre de masse a été réglé en mode par analyse complète (full scan) entre  

50 et 600 unités de masse atomique à une vitesse de scan de 0,5 scan.s-1. Deux modes 

d’ionisation ont été appliquées : l’impact électronique (IE) et l’ionisation chimique (IC). En 

mode IE, l’énergie d’ionisation des électrons était de 70 eV avec un courant d’émission de 10 

μA. L’ionisation chimique a été effectuée avec du méthanol comme réactif d’ionisation qui 

présente une valeur d’affinité protonique compatible avec celle des composés attendus lors de 

l’analyse. Le courant d’émission a été réglé à 20 μA dans ce cas. Les composants ont été 

identifiés en se basant sur les données et en comparaison de leur temps de retention relatif et 

aux spectres de masse avec ceux des normes de la base de NBS75K du système de GC-MS et 

des données de littérature (Adams, 2001). 

I.2.2. Analyse par GC-FID  

Avant l’introduction des extraits huileux dans le chromatographe, les étalons standards 

(huile de germe de maïs et l'huile végétale de coprah, Sigma Aldrich (99%)) ainsi que les 

échantillons sont préparés grâce à un procédé de préparation des esters méthyliques à partir 

d'un acide gras neutre. 

Les mesures par GC-FID sont réalisées sur une colonne remplie (1,5 m * 1/8 "* 2mm; 

15% CP Sil 84 sur Chromosorb WHP 100-200 mesh; 10% phénylpropylysiloxane +90% 

cyanopropylpolysiloxane) avec un  chromatographe Varian Série 1400 et un détecteur FID, 

l'intégrateur  est un intégrateur Spectra Physics SP 4100. L’azote est utilisé comme gaz 

vecteur  à un débit de 15 ml min-1. La température de la colonne est de 190 ° C, la température 

de l'injecteur est de 240 ° C, l'atténuation du détecteur est égal à 1 et celle de l'intégrateur est 

égal à 16, le volume d’échantillon injecté est de 1 µl. Les constituants de l'huile des graines et 

des extraits ont été identifiés en comparant leurs temps de rétention avec ceux des standards.  

I.3. Résultats et discussion 

I.3.1. Analyse et identification des acides gras par GC-MS 

L’étude chromatographique par GC-MS a révélé  la présence de sept acides gras : 

l’acide myristique (C14), palmitique (C16), stéarique (C18), oléique (C18 :1), linoléique 

(C18 :2), linolénique (C18 :3), et arachidique (C20) (figure.III.1).   
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Figure  III. 1 Chromatogramme de l’échantillon  E1 obtenu par GC-MS 

I.3.2. Quantification des acides gras par GC-FID 

L’étude chromatographique par GC-FID a révélé  la présence de onze acides gras : 

l’acide laurique (C12), l’acide myristique (C14), palmitique (C16), palmitoléique (C16 :1), 

stéarique (C18), oléique (C18 :1), linoléique (C18 :2), linolénique (C18 :3), arachidique (C20) 

gadoléique (C20 :1), béhénique (C22)  (figure III.2).   

 

Figure  III. 2 Chromatogramme de l’échantillon E1 obtenu par GC-FID 

I.3.3.Composition en acides gras 

Les résultats de l’analyse des extraits figurent dans les tableaux III.2,III.3 ,III.4 et III.5. 

La différence de l’identification des acides gras entre la technique chromatographique GC-MS 

et GC-FID est essentiellement liée à la différence du détecteur puisque le détecteur à 

ionisation de flamme est plus sensible que le spectre de masse.  
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V 
(µL) E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 E20 E21 E22 

C14 :0 0,071 traces traces traces traces traces traces 0,031 traces traces traces 0,049 0,038 0,067 traces 0,081 traces traces 0,061 0,039 traces 0,057 

C16 :0 9,707 11,719 10,445 12,67 9,15 10,26 8,37 10,58 11,79 13,01 10,21 12,34 9,69 10,88 8,07 9,16 11,95 12,84 10,63 10,17 12,66 11,31 

C18 :0 5,26 2,594 4,855 5,13 4,62 5,94 5,36 3,78 2,11 2,37 5,18 4,22 5 ,29 4,87 5,91 5,19 5,25 2,18 5,56 6,91 4,75 3,40 

C18 :1 21,75 21,093 21,847 20,16 21,45 19,66 21,88 22,51 21,76 20,07 20,61 21,39 21,19 19,55 21,84 21,98 22,67 19,55 21,17 20,19 21,67 21,13 

C18 :2 60,36 63,158 60,764 60,21 61,16 60,47 60,45 62,11 60,21 60,09 60,58 60,33 60,72 60,24 60,97 60,40 60,91 61,52 60,17 60,26 60,34 60,66 

C18 :3 0,598 traces traces 0,70 traces 1,21 0,67 traces traces traces 0,87 traces 0,69 traces traces 0,91 traces traces 0,87 traces traces 1,07 

C20 :0 2,136 1,436 2,08 1,67 1,91 2,12 1,16 1,14 1,47 2,17 2,11 1,37 1,29 1,87 2,24 0,98 1,98 1,67 2,25 1,01 2,21 1,88 

Tableau III. 2 Pourcentages en acides gras totaux obtenus par GC-MS (E1 à E22) 
 

V 
(µL) E23 E24 E25 E26 E27 E28 E29 E30 E31 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E41 E42 E43 E44 E45 

C14 :0 traces traces 0,061 0,054 traces 0,062 0,058 traces 0,067 0,0532 0,064 0,068 traces 0,039 traces traces 0,048 traces traces 0,065 traces 0,051 traces 

C16 :0 9,11 8,95 10,84 9,63 12,88 10,34 13,69 11,21 10,01 11,278 9,571 10,845 8,58 10,37 9,26 12,15 11,67 12,66 9,16 10,26 11,33 11,79 10,21 

C18 :0 6,22 2,97 7,71 6,52 3,32 2,24 3,16 4,87 5,68 4,9277 5,108 5,033 2,41 5,23 6,55 4,74 2,98 3,16 4,855 2,19 4,87 6,52 5,13 

C18 :1 21,91 19,21 21,09 21,15 21,27 21,44 21,41 20,14 19,47 22,016 21,908 22,027 21,71 21,31 19,12 22,68 20,17 20,16 21,88 20,61 21,17 19,66 21,45 

C18 :2 61,17 60,84 60,07 60,16 60,39 61,51 60,09 60,21 60,01 59,47 61,665 63,52 60,57 60,62 60,48 60,39 60,51 60,45 60,34 62,29 61,16 60,97 60,47 

C18 :3 0,89 traces 0,58 0,087 traces 0,97 1,09 traces traces 1,252 0,425 0,439 traces 1,051 1,39 traces 1,16 0,89 traces traces traces 0,68 0,67 

C20 :0 1,63 2,11 1,31 1,95 1,84 1,66 1,17 2,58 2,37 2,116 1,25 1,28 2,26 1,91 1,13 2,67 1,18 2,12 1,39 1,26 1,82 2,27 2,06 

Tableau III. 3 Pourcentages en acides gras totaux obtenus par GC-MS (E23 à E45) 
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V (µL) E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 E20 E21 E22 
C12 :0 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,07 ND ND ND 0,08 ND ND ND 0,06 ND ND ND 

C14 :0 0,014 0,012 0,09 0,011 0,071 traces traces 0,05 0,06 0,06 0,030 0,011 0,038 0,09 0,19 0,032 0,019 0,036 traces traces 0,012 0,09 

C16 :0 9,41 10,39 8,77 7,49 9,70 11,71 10,44 11,27 9,57 10,84 8,27 10,91 11,37 9,84 13,01 12,74 8,66 10,88 ND 9,41 8,27 8,77 

C16 :1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,77 0,24 0,13 0,17 0,78 0,44 0,19 0,69 0,52 ND ND 0,25 

C16 :2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3,77 0,50 1,59 ND 1,59 ND ND ND 2,14 0,50 ND ND 

C18 :0 6,49 7,84 5,44 6,19 5,26 2,59 4,85 4,92 5,10 5,03 4,94 12,43 5,53 0,79 5,62 5,11 5,09 5,54 6,59 6,49 5,26 5,49 

C18 :1 20,66 24,51 21,00 22,65 21,75 21,09 21,84 22,01 21,90 22,02 20,59 12,77 21,29 26,07 27,02 23,51 21,51 20,89 19,84 20,66 21,90 21,84 

C18 :2 56,11 55,23 61,57 47,84 60,36 63,15 60,76 59,47 61,66 60,52 46,39 55,13 50,43 57,53 65,16 52,47 55,14 51,03 49,33 60,56 55,23 55,14 

C18 :3 traces traces 0,66 0,49 0,59 traces traces 1,25 0,42 0,43 0,33 0,60 0,46 0,18 0,35 0,17 0,12 0,15 0,43 0,18 traces 0,35 

C20 :0 0,9 1,44 3,61 1,67 2,13 1,43 2,08 2,11 1,25 1,28 1,74 2,37 3,20 2,53 3,33 2,15 3,11 2,01 2,41 2,41 1,44 3,61 

C20 :1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,76 0,95 1,07 0,94 2,01 1,79 1,84 0,66 0,75 ND 1,09 ND 

C22 :0 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 1,99 1,93 4,50 1,79 4,77 3,85 2,45 2,03 3,89 4,77 ND 3,19 

Tableau III. 4 Pourcentages en acides gras totaux obtenus par GC-FID (E1 à E22) 

 

 

 

 

 

 

 

 



III  Etude des molécules bioactives de la graine de Silybum marianum 

Page |105 
 

Tableau III. 5 Pourcentages en acides gras totaux obtenus par GC-FID (E23 à E45)

V 
(µL) E23 E24 E25 E26 E27 E28 E29 E30 E31 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E41 E42 E43 E44 E45 

C12:0 0,09 ND ND ND ND 0,05 0,08 ND ND ND ND ND 0,06 ND ND 0,081 ND ND ND 0,07 ND ND 0,06 

C14 :0 0,011 0,071 traces traces 0,05 0,06 0,08 0,030 traces 0,038 0,012 0,027 0,018 0,019 0,021 traces traces 0,039 traces traces 0,022 traces traces 

C16 :0 9,84 9,70 11,71 10,44 10,91 7,82 10,84 13,01 9,46 11,37 9,57 12,12 12,74 10,39 7,45 7,49 11,27 8,54 9,49 11,02 8,56 9,46 10,66 

C16 :1 ND ND 0,26 ND ND ND 0,78 0,77 ND 0,13 0,17 ND 0,44 0,19 0,69 0,52 ND 0,55 ND ND 0,72 ND ND 

C16 :2 ND 1,59 ND ND ND ND ND 2,54 0,77 ND ND 1,59 ND ND ND 2,14 ND 2,11 2,09 ND ND 1,77 ND 

C18 :0 6,19 4,94 2,59 5,62 4,92 5,10 5,03 4,85 12,43 5,53 0,79 5,09 5,11 5,44 5,54 6,59 7,84 5,26 4,92 4,85 3,99 5,10 2,59 

C18 :1 22,65 24,51 21,09 20,59 22,01 21,00 22,02 26,07 12,77 16,94 23,51 27,01 19,84 21,51 20,89 21,29 21,66 21,29 23,51 20,87 22,22 27,04 26,07 

C18 :2 47,84 43,93 63,15 57,53 59,47 56,11 55,13 60,36 61,57 50,43 49,97 65,22 52,47 46,39 61,03 60,76 61,66 61,57 63,15 47,84 60,36 55,23 60,86 

C18 :3 0,49 0,60 traces traces 1,25 0,42 0,44 0,17 0,33 0,46 0,39 0,59 0,66 0,12 0,15 0,43 traces traces traces 0,42 0,43 1,25 traces 

C20 :0 3,33 3,20 1,43 2,08 1,67 1,25 1,94 1,74 3,11 0,9 2,53 2,37 2,15 2,13 2,01 1,28 2,11 1,67 1,43 1,55 2,53 2,13 1,67 

C20 :1 0,76 ND 2,01 ND 1,77 ND ND ND 0,95 ND 0,94 ND 1,79 1,84 0,66 0,75 ND 1,95 ND 0,97 ND 1,22 1,65 

C22 :0 ND 1,94 ND ND 2,22 ND ND 1,99 1,93 4,50 1,79 ND 3,85 2,45 2,03 3,89 1,84 ND 4,52 1,77 2,54 3,95 2,45 
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Actuellement, le détecteur le plus couramment utilisé en analyse organique est le 

détecteur à ionisation de flamme. Tandis que la spectrométrie de masse est rarement utilisée 

pour la détection proprement dite des molécules, elle est devenue un outil de travail très 

précieux en ce qui concerne l’identification des lipides séparés par chromatographie en phase 

gazeuse (Christie; 1989) 

De point de vue quantitatif, la différence entre les deux techniques ne reflète pas un 

écart remarquable sur les pourcentages en acides gras qu’on a obtenu lors de nos analyses et 

qui reflète une importance capitale dans la nutrition et le régime alimentaire.  Pourtant, 

certains acides gras sont au-delà des limites de détection. 

L’huile de Silybum marianum  présente une teneur très élevée (de 82,74 à 84,25%) en 

acides gras insaturés qui sont des valeurs supérieures à celles trouvées par Yin et al. ,1998 

comprises entre 69.26 et 74.85% du totale des acides gras et celles trouvées par Li et al. ,2011 

(74.251%). 

L’étude de la composition de l’huile en acides gras montre que ces acides gras 

insaturés de type oléique-linoléique varient de 81,48 à 85,43%.  

Ces acides gras essentiels confèrent à l’huile de graines de Silybum marianum des 

valeurs nutritionnelles et diététiques certaines et justifient son emploi pour les maladies 

cardio-vasculaires ainsi que pour le desséchement et le vieillissement physiologique de la 

peau (Radi, 2003) . 

Cette composition lipidique  de l’huile de Silybum marianum peut présenter quelques 

variations pouvant être attribuées à différents facteurs et notamment à la provenance 

géographique (Radi, 2003) et à l’effet du climat (la pluviosité). Il a été rapporté que le taux 

d’acide palmitique augmente lorsqu’on passe de la plaine vers les hauts plateaux, que le taux 

d’acide oléique enregistre une augmentation avec la pluviométrie et que celui de l’acide 

linoléique s’accroît avec l’altitude (Maurin et al. ,1992). La qualité de l’huile est aussi 

déterminée par un rapport R calculé selon Ramadan et Mörsel (2006) à partir de la formule 

suivante. 

 

Les résultats de l’analyse chromatographique montrent que ce rapport  de l’ordre de 

0,302 permet de classer cette huile parmi les huiles offrant des propriétés potentiellement 
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nutritionnelles et favorise l’allégement cardio-vasculaire et inflammatoire, et agit contre les 

maladies cardiovasculaires, l’athérosclérose, le diabète et d’autres maladies.   

L’acide linoléique C18 :2 est l’acide le plus abondant avec des teneurs importantes 

variant de 59,47 (E32) à 63,52% (E34) pour l’analyse par GC-MS et de 43.93 (E24) à 65.22%  

(E15) pour l’analyse par GC-FID, ceci nous permet de postuler que l’huile de graines de 

Silybum marianum est l’une des huiles les plus riches en acide linoléique et donc les plus 

riches en oméga 6 ou vitamine F. C’est  un acide gras essentiel indispensable à la structure 

des membranes de cellules et agit sur l’équilibre des réactions physiologiques dans 

l’organisme. 

Ce sont les précurseurs de certaines molécules qui alimentent les réactions 

inflammatoires, leur présence en quantité suffisante s’avère capitale et ceci dans le cas où ils 

ne sont pas suffisamment équilibrés par une présence suffisante d’acides gras oméga-3. 

Si on chiffre à 2 % de l’énergie totale du régime alimentaire le besoin en acide 

linoléique, une personne consommant une ration journalière de 2700 kcal aurait donc besoin 

de 54 kcal qui provient de l’acide linoléique, ce qui correspond à 6 grammes de cet acide. 

Cette personne peut donc satisfaire ses besoins en acide linoléique en consommant seulement 

9,5 à 10,16g d’huile de Silybum marianum par jour, soit un peu plus d’une cuillerée à soupe 

d’huile ou 29,34 g de graine 3fois par jours.  

La richesse en acide linoléique  est l’une des propriétés de l’huile de Silybum 

marianum.  

Un autre acide gras de la famille des oméga-3 est présent dans la composition 

lipidique des extraits huileux mais de plus faible teneur, c’est l’acide linolénique à des valeurs 

maximales de 1,25 % (E8, E25, E44) pour l’analyse par GC-FID et de 1.39 % (E37) pour 

l’analyse par GC-MS; pour les autres extraits cet acide gras est présent à de très faibles 

teneurs et pour certains à l’état de traces.  

Ces deux précédents acides gras sont des acides gras polyinsaturés qui ont des effets 

stimulant sur la fonction cognitive chez les mammifères comme composants majeurs des 

membranes neurales. Ils améliorent la vision, la neurotransmission et la faculté 

d’apprentissage. Chez l’espèce humaine, la quantité d’acides gras polyinsaturés disponible 

durant le dernier trimestre de la grossesse et les premiers mois de la vie (période 

correspondant à la maturation rapide des photorécepteurs et du synaptogenèse) est 
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primordiale. Une alimentation riche en ces deux acides gras  peut limiter les risques de 

maladies cardiovasculaires et du cancer.  

L’acide oléique est un acide gras mono-insaturé présent à des teneurs importantes 

allant jusqu’à 22,68% dans E38 (détecté par GC-MS) et 27.04 % dans E15 (détecté par GC-

FID) de l’huile extraite et peut être exploité dans des domaines d’industrie et de la 

cosmétologie.  

Les techniques chromatographiques  ont permis de détecter la présence de deux acides 

gras dans l’huile de graines de Silybum marianum à savoir l’acide myristique et l’acide 

linolénique. La présence de ces deux acides gras n’a pas été signalée dans les travaux 

antérieurs d’El-Mallah et al. ,2003 réalisés sur les graines des plantes poussant en l’Egypte.  

L’acide myristique est présent à des taux variant de 0,01 (E1) à 0,09 % (E22).  Pour 

les extraits obtenus par les solvants organiques il est à l’état de traces, indétectables par 

spectrophotométrie à l’exception de l’extrait à l’éther de pétrole où le taux est de 0,071; ce 

solvant offre le taux le plus élevé en acide myristique obtenu par GC-MS. Par contre par GC-

FID, cet acide gras a été identifié dans tous les extraits obtenus par Soxhlet (0.012à 0.09%).  

L’acide linolénique et l’acide arachidique dans l’huile de graine de chardon Marie 

présentent aussi des valeurs supérieures à ceux dans l’huile de nigelle, d’argan, et d’olive 

(Radi, 2003 ; Cheikh-Rouhou et al. ,2007). Ainsi le taux d’oméga 6 est le plus élevé chez 

l’huile de graines de Silybum marianum.  

En ce qui concerne l’acide palmitique et l’acide stéarique, l’huile de graine de Silybum 

marianum se trouve dans les moyennes des concentrations trouvés dans la littérature et  

résumés dans les tableaux I.3. 

Li et al. ,(2011) ont étudié l’influence d’un prétraitement enzymatique des graines 

avant la procédure d’extraction des huiles , la conclusion tirée à partir de cette étude en 

comparant l’analyse des acides gras par GC-MS que ce prétraitement enzymatique n’a aucun 

effet notable sur cette composition (tableau III.6) et montre une meilleure détection des acides 

gras (19 acides gras : myristique, palmitoléique, palmitique, heptadécanoique, linoléique, 

oléique, octadécanoique, 10-nonadécenoique, nonadécanoique, oxiraneoctanoique , 11-

eicosénoique , eicosanoique , linolénique ,heneicosanoique , 13-docosénoique , 15-

tetracosénoique, tetracosanoique). Quant aux travaux d’El-Mallah et al. ,2003 l’analyse par 

GC-FID a montré des pourcentages inférieurs à ceux trouvées par Li et al. ,2011. 
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Par contre, les acides gras identifiés dans nos travaux montrent des valeurs supérieures 

aux travaux antérieurs ceci est peut être du à l’origine des graines et par conséquent aux 

conditions climatiques et au type de sol dans les quels ces graines ont poussé, aux techniques 

d’extraction et aux techniques d’analyse chromatographique utilisée. 

 

Acide gras 

Obtenus par Li et al, ,2011 Obtenus 

par El-

Mallah et 

al. ,2003 

Extrait 5 

% 

obtenus 

dans nos 

travaux 

Extrait1 Extrait2 Extrait3 Extrait4 

A.Myristique 0,119 0,12 0,107 0,142 _ 0,39 

A.Palmitoléique 0,107 0,092 0,107 0,125 _ 0,78 

A,Palmitique 8,492 9,162 8,083 8,639 9,4 13,69 

A.Heptadécanoique 0,110 0,098 0,220 0,131 traces  

A.Linoléique 49,186 47,355 50,107 51,363 53,3 65,16 

A.Oléique 20,995 25,947 19,077 15,635 20,8 27,04 

A.Octadécanoique 7,719 8,015 8,035 8,587 6,6 12,43 

A.10-

Nonadecénoique 

0,042 0,067 0,06 0,113 _ _ 

A.Nonadécanoique 0,025 0,057 0,027 0,067 _ _ 

A.Oxiranéoctanoique 0,128 0,118 0,176 0,285 _ _ 

A.11-Eicosénoique 1,433 1,096 1,477 1,633 0,5 1,95 

A.Arachidique 5,212 3,875 5,794 6,431 3,8 3,61 

Linolénique 0,080 0,145 0,189 0,185 _ 1,39 

A.Heneicosanoique 0,040 0,042 0,053 0,055 _ _ 

A.13-Docosénoique 0,036 0,064 0,033 0,046 _ _ 

A.Docosanoique 3,868 2,714 4,425 4,776 2,4 4,77 

A,Tricosanoique 0,055 0,039 0,031 0,077 _ _ 

A.15-

Tetracosénoique 

0,037 0,031 0,047 0,075 _ _ 

A.Tetracosanoique 1,084 0,738 1,084 1,469 0,7  

Tableau III. 6 Tableau comparatif de la composit ion en acides gras 
Extrait1 : obtenu par extraction par solvant organique (hexane pendant 1.5h) ;Extrait 2: obtenu par extraction par solvant 
organique (hexane pendant 14h) ;Extrait3 : obtenu avec un prétraitement enzymatique par extraction par solvant organique 
(hexane pendant 1.5h) ; Extrait4 : obtenu par extraction hydraulique ;Extrait 5: obtenu par extraction par solvant organique 
(chloroforme- méthanol (2:1 V/V) ; 
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II.Analyse des flavonolignanes des extraits de graines de Silybum marianum 

II.1.Introduction 

En 2005, les graines de chardon Marie  sont classées parmi les principaux suppléments 

diététiques (Herbalgram, 2006).  Ces graines contiennent le complexe de silymarine, qui se 

compose de six flavonolignanes : la silychristine, la silydianine, la silybinine A, la silybinine 

B, l’isosilybinin A et l’isosilybinin B comme mentionnée dans le premier chapitre (figure 

I.10) (Wallace et al., 2003). 

Ces composés sont d'intérêt pharmacologique considérable en raison de leur forte 

activité anti-hépatotoxique et hépatoprotective (Morazzoni et Bombardelli,  1995 ; Valenzuela, 

1986) , plusieurs travaux récents ont prouvé que la silymarine agit également en tant qu'agent 

anti-cholésterolémique (Krecman et al. ,1998)  .   

De nombreuses études ont prouvé que la silybine est le composant principal du 

silymarine de point  quantitatif et thérapeutique (Morazzoni et Bombardelli ,1995 ;  Trost et 

Halbach, 1978), bien que la silychristine et la silydianine montrent également une activité 

antioxydante (Morazzoni et Bombardelli ,1995). Les résultats de Krecman et al. ,1998 

suggèrent que la silybine est plus efficace une fois lié à d'autres constituants, probablement à 

cause de sa disponibilité dans le complexe de la silymarine.  

Les six principaux principes actifs obtenus à partir du fruit du Silybum marianum  

représentent environ 70 à 80% du complexe silymarine et environ  20% à 30% d’une fraction 

de polymères oxydés et  de composés polyphénoliques (Hagendoorn et al. ,1994) 

Différentes activités biologiques ont été attribuées  à ces six principaux composés de 

la silymarine (Dubois et al. ,1956 ; Cacho et al. ,1995). La taxifoline  est largement disponible 

dans les écorces pinus ou Larix et dans les graines du Silybum marianum  (Daniel et al. , 

2006).  

   +                                     

Figure  III. 3 Réaction de formation de la silybine 

Taxifoline Alcool coniférylique  
 Silybine 
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De nombreuses matrices végétales sont employées dans la la médecine traditionnelle 

et clinique grâce à leurs haute concentration en taxifoline et donc elles sont conseillées dans le 

régime nutritionnel. Plusieurs études se sont intéressées à leur utilisation potentielle dans le 

développement des médicaments (Vega-Villa et autres, 2009). La taxifoline dilate de manière 

significative les vaisseaux sanguins, améliore la microcirculation, augmente le flux de sang 

cérébral, et empêche l'agrégation de plaquette. Elle a été souvent employée dans le traitement 

de l'infarctus, thrombose cérébrale, maladie cardiaque coronaire et angine de poitrine 

(Landolfi et al. ,1984 ; Shiko et al., 2009 ). 

II.2. Analyse par Chromatographie en phase liquide à haute performance HPLC 

La chromatographie en phase liquide à haute performance HPLC (High Performance 

Liquid Chromatography) est une technique de séparation analytique basée sur 

l'hydrophobicité des molécules d'un composé ou d’un mélange de composés. L’échantillon à 

analyser est poussé par un éluant liquide (phase mobile) dans une colonne remplie d'une phase 

stationnaire composée de grains solides très fins. Le débit d'éluant est assuré par une pompe à 

haute pression. Dans la colonne, les divers composés de l’échantillon sont séparés l’un de 

l’autre en raison de leurs diverses affinités à l’égard des deux phases, stationnaire et mobile. A 

la sortie de la colonne les composés sont détectés à l’aide d’un détecteur. Nous avons choisi 

d’utiliser un détecteur à barrettes de diodes PDA.  

La méthode HPLC est adoptée pour déterminer la concentration en flavonolignanes 

dans les extraits. Le système chromatographique HPLC utilisé dans nos expériences 

comprend les éléments suivants : 

• Chromatographie liquide sous haute pression Shimadzu LC-10AT VP 

•  Détecteur à barrettes de diodes PDA (barrettes de photodiode) (Varian)  

• Pré-colonne C18, avec la dimension particulaire de 5µm (Alltech) 

• Colonne C18, avec le diamétre des particules : 5µm  (poursuite XRs de Varian) 

• Débit = 1ml/min  

• Volume injecté = 20µl 

La longueur d'onde est 304 à 330 nm choisie après une analyse en fluorescence 

obtenue par un fluorolog. 
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Figure  III. 4 Fluorescence de l’extrait obtenu à 100 bar et à 40°C (E4) 

D’après cette courbe, on peut conclure : 

• Détection et identification de deux familles d’antioxydants dans les extraits  

(figure.III.4). 

• Correspondance et corrélation entre ces résultats et les résultats obtenus dans le 

tableau III.8 (pic à 570 nm indique la présence des caroténoïdes).   

• Nécessité d’autres techniques de pointe pour l’identification et la quantification des 

espèces antioxydantes d’où l’analyse par HPLC. 

Les analyses ont été adaptées des travaux de Quaglia et al. ,1998 et menées suivant le système 

du tableau III.7. Les solvants sont utilisés selon deux modes : 

Mode isocratique : H2O (acidifiée à pH 2.6 à 10% H3PO4) et de l’acétonitrile dans un 

rapport de 62 :38 (vol : vol). 

Mode gradient : Système B : Solvant A : H2O acidifiée à pH 2.3 à 10% H3PO4 ; 

Solvant B : acétonitrile ; Solvant C : méthanol (débit d’injection de l ml min-1).  

L’analyse de séparation a été conduite en suivant le gradient de l’éluant du tableau 

III.7. 
 

Temps (min) % solvant A % solvant B % solvant C 
0,0 63 15 22 
7,5 63 15 22 
8,5 40 20 40 
15,0 40 20 40 

  
Tableau III. 7  Conditions d’élution 
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Les conditions de détecteur à barrettes  de diodes sont :   = 330 nm, Taux 

d'acquisition de spectres= 1600 ms, largeur de bande spectrale pour chaque canal 4 nm.  

Toutes les analyses ont été effectuées à température ambiante. Les solutions standards 

ont été préparées à partir des trois flavonolignanes (Silybine 97.1% ; silychristine 82.2% et 

silydianine 93.2%) (ChromaDex, France). 

Les solutions opératoires ont été préparées en diluant la solution standard avec du 

méthanol à une concentration de 0,25 mg/ml. La courbe de calibration de la silybine, de la 

silychristine et de la silydianine est représentée dans  Annexe 4 (page175). 

II.3. Résultats et discussion  

D’après les travaux de Master (Ben Rahal, 2008) , le dosage des antioxydants de la 

graine et des huiles extraites ont permis de donner une idée générale sur la composition en 

polyphénols et en caroténoïdes.  

Les polyphénols ont été dosés en se basant sur le méthode de Singleton et Rossi, 1965 

à l’aide du réactif de Folin-Ciocalteu ; le dosage des caroténoïdes a été suivi selon la 

procédure de Roussef et al., (1984) .  

Dosage des antioxydants  Graine Huile 

Taux de polyphénols(%) 7,9 et 9,2 1,1 

Teneurs en polyphénols (mg /g EAG) 14,7 ±0,9 nd 

Teneurs en caroténoïdes (mgEC100g-1  de MS) 1,91,2 13,40,7 

Tableau III. 8 Dosage des antioxydants (Ben Rahal, 2008) 

II.3.1. Identification des flavonolignanes  

L’analyse chromatographie a permis de détecter et d’identifier les différents 

flavonlignanes caractéristiques de la graine et de l’extrait de graines.  

Il n’a pas été possible de séparer les pics de différents standards en mode isocratique. 

La superposition de pics de la taxifoline et de la silychristine rend la quantification qui est une 

étape nécessaire dans ce type d’analyse impossible.  

Dans l’objectif de valoriser les extraits de la graine obtenus aussi bien par solvants 

organiques et surtout par CO2 supercritique en antioxydants caractéristiques de la plante, la 

méthode  de Quaglia et al. ,1998 a été améliorée et adaptée au  matériel et à l’appareillage 

disponible au laboratoire. Ainsi seulement le mode gradient a été pris en considération pour 

l’étude qualitative et quantitative. La phase stationnaire du mode gradient a été choisie dans le 
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but de séparer  un mélange de SBN, SCN, de SDN, et de TXF dont les temps de rétention sont 

consignés dans le tableau III.9. 

 

Standards Temps de rétention (min) 

Taxifoline 6,44 

Silychristine 8,78 

Silydianine  9,60 

Silybine 12,25 

Tableau III. 9 Temps de rétention des standards dans les conditions HPLC  

La figue III.5 représente le chromatogramme de l’extrait E4. L'utilisation de la phase 

stationnaire retenue n'a pas permis la séparation des deux diastereoisomères de la SBN.  

 
Figure  III. 5 Chromatogramme de l’extrait E4 obtenu par HPLC 
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II.3.2. Quantification des flavonolignanes 

Nous avons sélectionné les meilleures conditions chromatographiques pour la 

quantification des flavonolignanes dans les échantillons obtenus par extraction par solvant 

organiques (E1à E3) (tableau III.10), par CO2 supercritique avec co-solvant (E4 à E33) 

(tableau III.11). L’analyse des échantillons obtenus avec CO2-SC sans co-solvant (éthanol) 

n’a donné que des pics négligeables.  

 

Echantillon SCN SDN SBN Total 
µg/ml  

d’huile 
mg/g 

de MS  
µg/ml  

d’huile 
mg/g 

de MS  
µg/ml  

d’huile 
mg/g 

de MS  
µg/ml  

d’huile 
mg/g 

de MS  

E1 22,31 17,18 62,19 20,03 56,48 18,19 140,98 45,40 

E2 27,95 19,00 51,49 16,58 48,72 15,69 128,16 41,27 

E3 23,11 17,44 44,14 14,21 50,26 16,18 117,51 37,83 

Tableau III. 10 Composit ion en flavonolignanes des extraits obtenus par solvants 
organiques (MS : graines en matière séche) 

L’hexane a permis d’extraire le taux le plus élévée à la fois de silydianine (20,03 

mg/g) et de silybine ( 18,19 mg/g) alors que le chloroforme a permis d’extraire le taux le plus 

élevé en silychristine (19.00mg/g). Ces valeurs peuvent donner des informations pour une 

meilleure sélectivité des molécules à extraire. 
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Echantillon SCN SDN SBN Total 
µg/ml  

d’huile 
mg/g 

de MS  
µg/ml  

d’huile 
mg/g 

de MS  
µg/ml  

d’huile 
mg/g 

de MS  
µg/ml  

d’huile 
mg/g 

de MS  

E4 59,22 29,07 53,71 17,29 43,12 13,88 156,05 50,24 

E5 39,83 22,83 74,26 23,91 72,12 23,22 186,21 59,96 

E6 32,15 20,35 103,35 33,28 113,02 36,39 248,52 80,02 

E7 29,59 19,53 43,36 13,96 47,14 15,18 120,09 38,67 

E8 24,49 17,89 57,91 18,65 42,84 13,79 125,24 40,33 

E9 60,86 29,60 107,78 34,71 109,17 35,15 277,81 89,46 

E10 25,22 18,12 54,19 17,45 40,18 12,94 119,59 38,51 

E11 33,58 20,81 78,11 25,15 60,97 19,63 172,66 55,59 

E12 47,65 25,34 106,74 34,37 62,86 20,24 217,25 69,95 

E13 33,55 20,80 51,56 16,60 53,30 17,16 138,41 44,56 

E14 23,56 17,59 113,33 36,49 123,70 39,83 260,59 83,91 

E15 17,73 15,71 40,82 13,14 47,51 15,30 106,06 34,15 

E16 21,45 16,91 95,11 30,63 59,84 19,27 176,40 56,81 

E17 49,12 25,82 96,48 31,07 100,80 32,46 246,40 79,35 

E18 46,13 24,85 99,16 31,93 74,35 23,94 219,64 70,72 

E19 52,48 26,90 111,89 36,03 94,34 30,38 258,71 83,31 

E20 49,78 26,03 106,61 34,33 118,16 38,05 274,55 88,41 

E21 42,15 23,57 97,82 31,50 104,47 33,64 244,44 78,71 

E22 39,45 22,70 68,14 21,94 42,10 13,56 149,69 48,20 

E23 41,64 23,41 102,56 33,02 55,13 17,75 199,33 64,18 

E24 69,45 32,36 116,33 37,46 132,26 42,59 318,04 102,41 

E25 49,13 25,82 105,86 34,09 122,19 39,35 277,18 89,26 

E26 66,75 31,49 111,43 35,88 108,88 35,06 287,06 92,43 

E27 52,29 26,84 88,34 28,45 87,59 28,20 228,22 73,49 

E28 56,44 28,17 91,99 29,62 70,67 22,76 219,10 70,55 

E29 68,22 31,97 120,71 38,87 142,59 45,91 331,52 106,75 

E30 60,43 29,46 102,33 32,95 133,68 43,04 296,44 95,45 

E31 61,12 29,68 96,53 31,08 127,94 41,20 285,59 91,96 

E32 57,55 28,53 100,01 32,20 91,46 29,45 249,02 80,18 

E33 59,48 29,15 99,76 32,12 49,78 16,03 209,02 67,30 

Tableau III. 11 Composit ion en flavonolignanes des extraits par CO2-SC (avec co-
solvant) 
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L’extraction par l’éther de pétrole donne des valeurs moyennes des différentes 

flavonolignanes par contre quantitativement reflète des concentrations plus élevées que celles 

retrouvées par Quaglia et al. ,1998 (tableau III.12.) . Cette différence peut être expliquée par 

l’origine de la plante (non mentionnée dans ces travaux).  

 
Figure  III. 6 Teneurs en  flavonlignanes (%) des échantillons extraits par solvants 

organiques 

La recherche des conditions optimums d’extraction par CO2-SC des flavonolignanes 

est un domaine d’exploration très interessant. Ces flavanolignanes du complexe silymarine 

(silybine, silychrisitne et silydianine) sont un modèle de flavonoïdes polaires et de poids 

moléculaire élevé, plus volumineux que celui des aglycones flavoniques simples comme la 

taxifoline et permettent une première approche pour approfondir l’étude possibilités de 

l’analyse des flavonoides plus polaires et complexes (Perrut, 2003). 

La première difficulté rencontré est la superposition du pic de la taxifoline sur les pics 

des autres composés due à sa structure chimique (figure III.3) avec un systéme se limitant à 

l’eau comme solvant A et au  méthanol comme solvant B. Mais l’ajout de l’acétonitrile a 

permis de séparer les pics pour une meilleure résolution du chromatogramme et par 

conséquent une quantification précise.  

Les travaux de Quaglia et al.,(1998), dont la méthode chromatographique est la même 

que celle adoptée dans nos analyses, montrent des valeurs inférieures à celles obtenues pour 

tous les flavonoïdes étudiés, cette différence est peut être du à la technique d’extraction pour 

tous les échantillons et à l’origine des plantes utilisées .  

Silychristine  Silydianine  
Silybine 
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Martin et al. ,2006 ont étudié la variation de cette composition en fonction  d’une part 

du pays de récolte (Allemagne et Nouvelles Zélande) de la période du semis de la graine, la 

partie de la plante, la période de récolte, la sélection des plants selon l’écotype.  

Flavonolignanes (mg/g de graines)  TXF SCR SDN SBN 

Résultats de Quaglia et al. ,1998 
Echantillon a 3,3 6,6 7,5 11,6 

Echantillon b 3,55 6,9 8,1 13 

Echantillon c 0,11 0,47 0,5 1,68 

Echantillon d 0,08 0,52 ND 1,43 

Résultats de Subramaniam et al. , 2007 Echantillon e  3,12 19,1 23,15 

Echantillon a et b : obtenus par extraction  avec soxhlet avec l’éther de pétrole (4h) et avec le méthanol (5h×2)  
de deux différents lots de  graines de Silybum marianum 

Echantillon c : obtenus d’un lot de silymarine en tablettes pour des préparations pharmaceutiques  (lot 60830) 

Echantillon d : obtenus d’un lot de silymarine en tablettes pour des préparations pharmaceutiques  (lot 30413) 

Echantillon e : obtenus par prétraitement des graines par une solution à 1.5% H2 SO4 (v/v) 

Tableau III. 12 Tableau comparatif des compositions en flavonolignanes  

La différence de composition est notable (18 g /kg  de silymarine de graines poussant 

en Nouvelles Zélande contre seulement 6g /kg de silymarine de graines poussant en 

Allemagne : entre ces deux environnements de la plante prouve cette répartition est fortement 

influencée par les conditions climatiques et le type de sol dans lesquels poussent le végétal.  

Influence de la température d’extraction sur la composition en flavonolignanes 

La figure III.7 représente les taux de flavonolignanes analysés dans les échantillons à 

différentes pressions et à 40°C, les figures de l’annexe 6 (page 187) illustrent les taux de 

flavonolignanes à 50, 60, 70 et 80°C. 

A 40°C, le maximum des concentrations en flavonolignanes (figure III.7) a été analysé 

à différentes pressions. Cette température fait l’objet de nombreuses observations.  

Les travaux  de Reverchon et De Marco 2006 ont conduit à des conclusions générales 

sur les paramètres en fonction des matrices végétales, la principale d’entre elles est que le 

choix des conditions d’extraction dépend de la  famille des composés ou composé spécifique 

à extraire. Ainsi le poids moléculaire et la polarité doivent être pris en considération; mais 

quelques règles générales peuvent être appliquées.  
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Figure  III. 7 Composition des extraits en flavonolignanes exprimées en g/g d’extraits en 
fonction des températures à 220 bar 

La température du fluide supercritique  pour extraire les composés thermolabiles doit 

être fixe entre 35 et 60◦C ; par exemple, à proximité du point critique et aussi bas que possible 

afin d'éviter leur dégradation. L'augmentation de la température réduit la densité de CO2 

supercritique  (pour une pression fixe) réduisant de ce fait la puissance dissolvante du CO 2 

supercritique; mais il augmente la pression de vapeur des composés à extraire. Par 

conséquent, la tendance de ces composés de passer dans la phase liquide est accru.  

Influence de la pression d’extraction sur la composition en flavonlignanes 

La figure III.8  représente les taux de flavonolignanes analysés dans les échantillons à 

différentes températures et à 220 bars, les figures de l’annexe 6 illustrent les les taux de 

flavonolignanes à 100, 120, 140,160 et 180 bar.  

A 220 bar, le maximum des concentrations en flavonolignanes (figure III.8) a été 

extrait à différentes températures. 

 La pression et la température d’extraction sont  les paramètres d’expérimentation  les 

plus appropriés employés pour mettre en évidence la sélectivité des fluides supercritiques.  

Silydianine  Silychristine  

Silybine 
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Figure  III. 8 Composition en flavonolignanes en fonction des pressions à 40°C  

 Conclusion 

La découverte de nouveaux composés actifs qui ont fait l’objet d’une très basse 

solubilité dans des matrices biologiques et l'industrie pharmaceutique relève un défi important 

pour trouver des moyens de formuler et d’extraire de tels composés dans l'ordre pour atteindre 

une disponibilité biologique appréciable (Liu, 2000).  

En conclusion, nous avons mis en place des techniques analytiques basées sur la 

chromatographie afin de déterminer les principales molécules bioactives dans les extraits 

huileux des graines de Silybum marianum. 

Nous avons pu déterminer que les paramètres de température et de pression permettent 

d’extraire les principaux acides gras et flavonoïdes des graines de chardon Marie. Ainsi nous 

avons pu opter pour l’extrait qui est composé des concentrations les plus élevées en composés 

actifs, cet extrait est obtenu à 220 bar et à 40°C et est composé : 

D’acides gras     65.22 % d’acide linoléique ω6 

                           27.01% d’acide oléique ω9 

                           12.12 % d’acide palmitique 

De flavonolignanes    68.22 µg/ml de silychristine  

                                   120.71 µg/ml de silydianine 

                                   142 µg/ml de silybine 

Silychristine  
Silydianine  

Silybine 
mg/g de matière séche de graines 
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Cet extrait pourrait faire l’objet de l’étude de l’activité antioxydante et cytotoxique 

afin de valorisé l’extraction des principes actifs par CO2-SC dans le domaine pharmaceutique 

et médicale ; ceci constituera l’un des objectifs du chapitre suivant.  
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Chapitre IV 

Introduction  

Depuis quelques années, la nécessité et l’intérêt porté à l’étude de l’activité biologique 

dans les aliments (fruits, légumes et épices…) et dans les végétaux  est de plus en plus 

important et de ce fait l’extraction et l’étude des composés actifs ne cessent d’augmenter 

surtout dans les industries pharmaceutiques. La littérature mentionne plusieurs méthodes 

d’évaluation de l’activité biologique qui dépend des structures chimiques des molécules à 

étudier.  

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons à : 

 L’évaluation de l’activité antioxydante par deux tests (Test DPPH et ABTS)  

 La détermination de l’activité cytotoxique sur des cellules cancéreuses du colon 

(Caco-2) des flavonolignanes présents dans les extraits obtenus par extraction par 

solvants organiques et par CO2-SC. 

I. Mesure de l’activité antioxydante  

I.1. Introduction 

Il existe différentes méthodes qui permettent la détermination du pouvoir 

antiradicalaire in vitro dans les composés purs ou dans les extraits de plantes contenant des 

antioxydants ayant un effet préventif contre les espèces oxygénées réactives (ROS) à rôle 

néfaste et responsable de plusieurs processus pathologiques. Ces méthodes sont 

essentiellement basées sur la mesure d’une propriété physico-chimique dépendant de la 

concentration d’une espèce ou d’un constituant mis en jeu lors du dosage. La spectroscopie 

UV est la plus utilisée des techniques et a été mise au point par Miller et al. ,(1966). Le seul 

inconvénient de ces méthodes est qu’il est difficile de comparer l’efficacité des différents 

antioxydants en fonction des méthodes appliquées puisqu’elles  sont très éloignées les unes 

des autres et des conditions naturelles dans lesquelles cette activité biologique s’exerce.  
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Puisque les processus d’oxydation sont assez complexes, une seule méthode ne permet 

pas de refléter le profil antioxydant d’un échantillon, d’où la nécessité d’effectuer différents 

tests de mesure du pouvoir antioxydant.  

Donc dans cette partie, en fonction du radical étudié et de ses spécificités, nous allons 

décrire et expérimenter les tests les plus couramment utilisés qui sont ceux qui mettent en jeu 

les radicaux de substitution : 

 DPPH° : 2,2-diphényl-1picrylhydrazyle 

 ABTS•+ : sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique) 

Les méthodes utilisant les radicaux DPPH et ABTS sont couramment utilisées pour 

analyser les extraits de plantes, de fruits et des légumes. Ce sont des techniques éprouvées qui 

une fois standardisées permettent de comparer des résultats obtenus.  

I. 2.Généralités sur le pouvoir antioxydant 

I. 2.1.Principe de la mesure du pouvoir antiradicalaire par le radical DPPH° 

Le radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH°), fut l’un des premiers radicaux 

utilisés pour étudier la relation structure / activité antioxydante des composés phénoliques  

(Brand-Williams et al. ,1995). Le (DPPH°) est un radical stable, coloré et centré sur l’azote 

disponible, commercialement sous la forme d’un solide (Blois, 1958) (figure IV.1). 

 
Figure IV. 1 Structure du radical stable DPPH 

Lorsqu’il est mis en solution dans le méthanol ou l’éthanol, son maximum 

d’absorption se situe vers 515 nm (figure IV.2) avec un coefficient d’extinction molaire ε 

(=515 nm) = 11240 L.mol-1.cm-1 (Blois, 1958). 
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Figure IV. 2 Spectre d’absorption du radical DPPH dans le méthanol C=1,013.10-4 

mol L-1 (T=25,0±0.2°C) (Dangles et al.,1999) 

Ce radical libre en solution réagit par arrachement d’un hydrogène mobile. Cette 

réduction du DPPH par un donneur d’atome H (RH) conduit à la 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazine incolore (DPPH-H) qui n’absorbe plus à 517nm dans l’éthanol en radical R 

(Dangles et al. ,1999).  

Ce test antioxydant consiste donc à suivre la variation (décroissance) par spectroscopie 

visible de la bande d’absorbance à 517 nm. Le nombre de radicaux libres consommés par une 

molécule d’antioxydant est calculé après établissement de l’état stationnaire de la réaction 

(Bandoniene et al. ,2002). 

 

 
                                     (violet)                                                       (incolore) 

 

Figure IV. 3 Schéma de réaction du DPPH 

Cette méthode d’évaluation du pouvoir antioxydant est simple, rapide et fac ile à 

mettre en œuvre permettant de comparer un grand nombre de composés. Brand-Williams et 

ses collaborateurs (Brand-Williams et al. ,1995) ont montré que certains composés 

phénoliques réagissent avec le DPPH selon divers mécanismes et différentes cinétiq ues. 

D’autre part Bondet et ses collaborateurs (Bondet et al. ,1997) ont montré que certains 

composés polyphénoliques peuvent réagir très lentement avec le radical DPPH. Cette 
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disparité de comportement cinétique impose d’établir des règles très strictes afin de pouvoir 

comparer les pouvoirs antioxydants de chacun des composés (figure IV.4).   

Molyneux (2004)  a donc décrit les conditions de réalisation de ce test : 

- le volume de la réaction doit être compris entre 2 et 4 mL.  

- le solvant peut être le méthanol ou l’éthanol. 

- il n’y a pas de conditions de pH strictement définies.  

- la concentration en DPPH● doit être comprise entre 50 et 200 μM afin d’avoir une   

absorbance inférieure à 1 (classiquement aux alentours de 180 μM).  

- l’absorbance est mesurée à 518 nm. 

- la durée totale de réaction est généralement fixée à 60 minutes  

 

Figure IV. 4 Evolution du spectre du DPPH lors de sa réduction par l’acide dihydrocaféique 

(Roche et al.,2005). 

I. 2.2. Principe de la Mesure du pouvoir antiradicalaire par le radical ABTS°+ 

Le radical cation de l’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique 

(ABTS) est stable sous sa forme libre.  

 

Figure IV. 5 Structure chimique de l’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique ABTS 

Ce radical est facilement formé à partir de l’acide correspondant (2,2’-azinobis (3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) ou ABTS●+ par oxydation en présence de persulfate de 
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potassium (Re et al. ,1999) .Le coefficient d’absorption molaire de l’ABTS à 734 nm est         

ε 734 = 15 000 M-1 cm-1. 

 
Figure IV. 6 Schéma de la réaction de l’ABTS avec l’antioxydant 

Dans la figure IV.7 sont représentés les spectres d’absorption de l'ABTS et de son 

radical-cation ABTS+ de concentration 1,25.10-4 M, dans l’eau. 

 

 
 

Figure IV. 7 Spectres d’absorption de (a) l’ABTS et de son radical-cation (b) ABTS+  

(1,25. 10-4 M dans l’eau) (Pinkernell et al.,1997) 

Ce test est une méthode colorimétrique basée sur sur la capacité des composés à piéger 

le radical-cation ABTS●+, (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline)-

6-sulfonique) (Figure IV.8), qui présente un spectre d’absorption dans le visible avec trois 

maxima à 645, 734 et 815 nm. Le radical est formé par oxydation de l’ABTS incolore avec 

différents composés, comme le dioxyde de manganèse (Mille et al. ,1996), la metmyoglobine 

(Mille et al.,1995), le peroxyde d’oxygène (Cano et al.,2002) ou le persulfate de potassium 

(Re et al.,1999). Le composé à tester est ajouté au radical préformé, l’absorbance résiduelle 

du radical ABTS+● est mesurée à 734 nm après 1, 4 ou 6 minute(s). C’est une méthode 

colorimétrique qui consiste en un essai de décoloration afin de détecter le pouvoir 

antiradicalaire d’un composé donné. La formation de l’ABTS●+ se traduit par l’apparition 

(a) 
(b) 

λ (nm) 
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d’une coloration vert bleu intense. La disparition de cette couleur est un indice du passage du 

radical ABTS●+  à sa forme non radicalaire en présence d’un donneur H●. Cette décoloration 

est mesurée spectrophotométriquement à une longueur d’onde de 734nm.  

En présence de Trolox ou acide 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tétraméthylchroman-2-

carboxylique (témoin positif de référence, dont la structure moléculaire cyclique est similaire 

à celle de la vitamine E, figure IV.8), le radical d’azote concerné piège un H●, conduisant à 

l’ABTSH+, ce qui entraîne la décoloration de la solution.  

 
Figure IV. 8 Structure de acide 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tétraméthylchroman-2-carboxylique 

Ce radical est utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant de fluides biologiques, de 

mélanges complexes ou de composés purs. Il est capable de réagir avec des antioxydants 

classiques de type phénols et thiols, mais aussi avec tout composé donneur d’hydrogène ou 

d’électron (Rice-Evans et Miller, 1994). 

Figure IV. 9  Formation et piégeage du radical ABTS●+ par un antioxydant donneur de H● 

(Rice-Evans et Miller, 1994) 

Ce radical est caractérisé par un spectre UV avec des maximums d’absorbance à 416, 

650 et 734 nm ce qui permet de dire que le test avec ABTS●+ est plus recommandé que le test 

DPPH car on peut interpréter les résultats sur la bande 734 ou 815nm, n’interférant plus avec 
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celle du composé testé. L’addition d’un antioxydant à une solution de ce radical cation 

entraîne sa réduction et une diminution de l’absorbance à 734 nm. Cette diminution dépend de 

l’activité antioxydante du composé testé mais souvent aussi du temps et de la concentration 

(Re et al. ,1999).   

L’activité des composés est alors exprimée par la Capacité Antioxydante Equivalente 

Trolox (TEAC) qui correspond à la capacité antioxydante d’une solution de Trolox® (1 mM) 

(analogue hydrophile de la vitamine E). Ainsi, plus la valeur TEAC est élevée, plus 

l’antioxydant est efficace (Schlesier et al. ,2002). 

Une comparaison entre ces deux tests est résumée dans le tableau IV.1. 

Test Solvant Conditions Mesure, 
Quantification 

Antioxydants 
testés 

Références 

DPPH Méthanol 
 

Obscurité Décroissance du 
DPPH° à 515 nm 

EC50 ; 1/EC50 ; 
t(EC50) 

 

Phénols, vins, 
diverses 

molécules… 
 

Blois, 1958 
Brand-Williams, 

1995 
Sanchez-Moreno, 

1998 et 1999 
ABTS Milieu 

tampon 
phosphate, 
pH = 7,4 

Initiateur : 
H2O2 

ou 
metmyoglobine  

Décroissance de 
ABTS+° à 734 nm 
Référence : Trolox 

Nombreux… 
Extraits de plantes, 

jus, vins… 
 

Miller, 1993 
Miller, 1995 

Simonetti, 1997 
Re, 1999 

 
Tableau IV. 1 Tableau comparatif des tests DPPH et ABTS (Frankel et al., 2000 ; Prior et al., 

2005)  

I. 3. Etude expérimentale 

I.3.1.Test DPPH 

I. 3.1.1. Préparation de la  solution de DPPH 

Le radical DPPH (C18 H12 N5 O6, Sigma, 90%) a été utilisé sans purification ultérieure.  

2 mg du radical DPPH sont dissous dans 50 mL de méthanol (préalablement dégazé à 

l’argon), pour obtenir une solution de concentration d’environ 10-4 M (1,013 10-4 mol.L-1). La 

solution rapidement préparée est conservée à + 4°C à l’abri de la lumière. La concentration 

analytique a été déterminée par une voie spectrophotométrique (ε 515 = 12 500 M-1cm-1), en 

plaçant 2 mL de la solution de DPPH dans une cuve en quartz. Les mesures 

spectrophotométrique ont été réalisées au moyen d’un spectrophotomètre UV-Visible 

(Spectrophotomètre : UV-visible  (SHIMADZU 1605) ; Cuve en quartz: HELLMA, de trajet 

optique l = 1 cm). 
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Le pouvoir antiradicalaire des extraits est évalué en suivant la disparition du radical 

DPPH● par spectroscopie d’absorption UV-visible à 515 nm en fonction du temps. Le nombre 

de radicaux libres consommés par molécule d’antioxydant est calculé après établissement de 

l’état stationnaire de la réaction. Une cinétique du radical DPPH● traduira également une 

activité antioxydante efficace.  

Pour chaque test, nous avons réalisé une courbe d’étalonnage du DPPH●. En effet pour 

chaque essai ; une nouvelle solution de DPPH● est préparée car ce radical évolue en solution 

au cours du temps. Il y a une perte d’absorption d’environ 5 % par semaine. 

I. 3.1.2. Détermination de concentration de DPPH par spectrophotométrie 

  La concentration de la solution de DPPH préparée, peut être déterminée par la loi de 

Beer Lambert : 

                                                                             [DPPH]t = 515

515
t
ε

A
l  

                  [DPPH] t : concentration en mol L-1 du radical DPPH dans le méthanol à  un instant t. 
               ε515 : coefficient d’absorption molaire à 515 nm = 12 500 mol L-1 cm-1 

                 l : trajet optique en cm 

                
515
tA : Absorbance de la solution de DPPH à 515 nm. 

A une prise d’essaie de 2 mL de DPPH, on procède à des ajouts de 10 µL de 

l’antioxydant (extraits méthanoliques). Une agitation vigoureuse du mélange est rapidement 

effectuée suivie d’un enregistrement d’un spectre UV-visible. 

I. 3.1.3. Détermination du pourcentage d’inhibition du DPPH par l’antioxydant 

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par l’antioxydant peut être calculé selon 

la formule accordée à Yen et Duth (1994) (Quian et al. ,2004) . 

    

            % I : pourcentage d’inhibition du radical DPPH par l’antioxydant 
           A0 : L’absorbance de la solution mère de DPPH  sans antioxydants à t = 0 min  
           At : L’absorbance à l’établissement de l’équilibre de la solution de DPPH  après addition d’un volume 
d’antioxydant  

A un volume V1 d’une solution mère de DPPH, nous ajoutons un volume V2 d’une 

solution d’antioxydant et nous suivons par spectrophotométrie d’absorption UV-vis à  = 515 

nm, la réduction du radical DPPH coloré. La longueur d’onde (515 nm) est spécifique et 

aucun autre réactif ne doit absorber à cette longueur d’onde. L’absorbance At  du mélange 

(solution mère de DPPH plus antioxydant) n’est prise qu’après établissement de l’état 

 A0 – At 
A0 

X 100 % I    
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stationnaire de la réaction. Le temps de la réaction varie selon la nature chimique de 

l’antioxydant, et dépend de son pouvoir antioxydant. 

A une prise d’essaie de 2 mL de la solution mère de DPPH, est ajouté  un volume V de 

l’échantillon (extraits méthanoliques). Le mélange est rapidement agité puis la mesure de 

l’absorbance à  = 515 nm est  effectuée. L’absorbance est lue lorsque le mélange atteint un 

état d’équilibre dynamique. L’expérience est répétée pour des volumes croissants 

d’échantillons  (2V, 3V...).  

I. 3.1.4. Détermination du pourcentage de DPPH restant 

Le pourcentage de DPPH restant après la réaction radicalaire conduite avec un 

volume V2 d’antioxydant est déterminé par l’expression suivante : 

    

                  A0 : absorbance finale d’une solution témoin de DPPH 
                 A : absorbance d’une solution témoin de DPPH en présence d’un volume v2 d’antioxydant.  

En présentant la courbe de pourcentage DPPH
res en fonction du volume ajouté 

d’antioxydant, nous pouvons déterminer le CE50 de chaque échantillon (concentration 

nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH). Toutes les séries d’expériences ont été 

reproduites trois fois. 

I. 3.2.Test  ABTS 

I. 3.2.1.Préparation de la solution d’ABTS  

Une solution mère d’ABTS (C18H18N4O6S4 ; 2NH3, M = 514,62 g.mol-1, Sigma Aldrich) 

et de une solution de trolox (C14 O4 H18 , Sigma Aldrich M = 250,3 g.mol-1) ont été préparées 

par pesée au moyen d'une balance analytique (précision =  0,1 mg). 38,4 g d’ABTS sont 

dissous dans 10 mL d’eau en présence de persulfate de potassium (K2S2O8, M = 270,33 g.mol-

1, Fluka)) de manière à obtenir une concentration égale à 7.10-3 M. Le milieu réactionnel est 

laissé à l'équilibre pendant toute une nuit à l'abri de la lumière et à température ambiante. La 

solution est ensuite diluée dans de l’éthanol de qualité spectroscopique (EtOH) jusqu’à 

l'obtention d'une solution diluée dont l'absorbance à λ = 734 nm est A0  0,7 ± 0,2. La solution 

est alors conservée dans l’obscurité à une température de 30°C, de manière à éviter toute 

réaction photochimique qui pourrait favoriser la formation de radicaux libres ABTS+●. 
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Une quantité de 15,62 mg de trolox (antioxydant de référence) sont dissous dans 25 mL 

d’éthanol (EtOH, M = 46,07 g.mol-1, Merck ≥ 99%) afin d'obtenir une solution de 

concentration de 2,5.10-3 M. Une dilution en cascade de la solution du trolox a été réalisée (de 
1
4

 à 1
256

) comme le montre le tableau IV.2. 

Solutions 
Concentration 

(mM) 
Dilution 

Volume de trolox 
(2,5 mM ; µL) 

Volume d’éthanol 
(µL) 

A½ 1,25 ½ 500 500 

A⅓ 0,833 ⅓ 333 677 

A¼ 0,625 ¼ 250 750 

A1/5 0,500 1/5 200 800 

Tableau IV. 2 Dilution de la solution mère de trolox à 2,5 mM.  

À 1 mL de solution diluée d’ABTS+● (A0  0,70 ± 0,2) sont ajoutés 10µL de solutions 
de trolox à différentes concentrations. La réaction est décrite par l’équation suivante : 

                     ABTS+  + C14O4H18  ABTSH+ + C14O4 17H   

I. 3.2.2.Mise en évidence de l’activité antiradicalaire  

Expérience 1 : réaction  d’ABTS et la solution mère de Trolox  

Chacune des solutions diluées dans l’éthanol de Trolox, 10 µL sont prélevés  et sont 
ajoutés à 1 mL de solution d’ABTS+● dont l’absorbance à λ = 734 nm est A0 a été ajustée à 
0,7 ± 0,2. La réaction d'oxydation qui se traduit par la décoloration de la solution est suivie 
par spectrophotométrie à λ = 734 nm afin d'évaluer le temps nécessaire pour aboutir à 
l'équilibre réactionnel (Ribereau-Gayon, 1968). 

Expérience  2 : réaction d’ABTS et les extraits éthanoliques  

Des prises d’essais d’extraits éthanoliques de 10, 20, 30 et 40 μL dilués dans l’éthanol 
sont ajoutées respectivement à 990, 980, 970 et 960 μL de la solution d’ABTS. La mesure de 
l’absorbance à   = 734 nm est réalisée après chaque 6 minutes.  

La capacité des extraits éthanoliques à piéger des radicaux, est déterminée selon le test 
TEAC (Capacité Antioxydante en Equivalent Trolox). 

I. 3.2.3.Détermination de la capacité antioxydante en équivalent trolox (TEAC) 

Afin d’évaluer le pouvoir antiradicalaire des extraits éthanoliques, le pourcentage 
d’inhibition du radical ABTS+● par la source antioxydante est calculé selon la formule 
suivante pour chacune des solutions considérées :  
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                                           % inhibition = 0 t

0

A - A
A

100                     

A0 : Absorbace initiale à 734nm d’une solution d’ABTS 
At : Absorbace à 734nm du mélange (ABTS+extrait) après t=6min 

Ce pourcentage d’inhibition est ensuite tracé en fonction des concentrations finales 

(µmol.L-1) des différents extraits ou de l'antioxydant de référence trolox. La capacité 

antioxydante en équivalent trolox (TEAC) correspond alors à la concentration molaire 

(mmol.L-1) ou massique (mg.L-1) de trolox ayant la même activité qu’une même concentration 

unitaire d’extrait à tester (Ribereau-Gayon, 1968). 

I. 4. Résultats 

Dans cette partie nous exposons et discuterons les résultats obtenus de l’étude de 

l’activité antioxydante des extraits alcooliques des graines de Silybum marianum naturelles 

(silymarine naturelle) , commerciales (silymarine commerciale) , des huiles obtenues par 

extraction classique (Soxhlet) par différents solvants (hexane, éthanol et chloroforme) et des 

extraits huileux obtenus par CO2 supercritique à différentes températures pressions, diamètres 

moyens de particules et temps de contact, par les radicaux libres stables DPPH et ABTS.  

I.4.1 Détermination du pouvoir antiradicalaire par DPPH● 

I. 4.1.1  Mise évidence du pouvoir antiradicalaire  

Le DPPH présente un radical hydrogène libre ce qui lui confère des caractéristiques 

d'absorption à 517 nm (Mmabo et al. ,2003) (Lin et Chou, 2004). En présence de piégeurs de 

radicaux libres, la couleur pourpre de la solution de DPPH s'estompe rapidement (Yamaguchi 

et al. ,1998). De ce fait, nous avons suivi, par spectrophotométrie, la disparition du radical 

DPPH entre 425 et 800 nm en fonction du volume ajouté pour chaque extrait méthanolique 

des différents échantillons. A titre d’exemple, nous présentons la figure IV.10 de l’évolution 

des spectres d’absorption UV-visible. 
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Figure IV. 10 Evolution des spectres d’absorption UV-visible de l’extrait E4 (à P=100bar et 

T=40°C) 

D’après la figure IV.10, nous remarquons que l’absorbance de  la solution de DPPH 

(C = 1,013.10-4M) diminue au fur et à mesure qui nous ajoutons les extraits, et la couleur 

passe progressivement du violette au jaune, ceci s’explique par le passage du DPPH au 

DPPH-H ce qui prouve une activité anti- radicalaire pour tous les échantillons étudiés. Les 

figures  de l’évolution des spectres d’absorption UV-visible de la silymarine naturelle et 

silymarine commerciale, des différentes huiles obtenues par solvants organiques (hexane E1, 

éther de pétrole E3 et chloroforme E2) et des extraits (E4 à E44) obtenus par CO2 

supercritique montrent des allures similaires, nous avons choisi de présenter uniquement les 

spectres de l’extrait E4. 

I. 4.1.2  Evaluation du pouvoir antiradicalaire  

 L’évaluation du pouvoir antiradicalaire des différents échantillons de graines et d’extraits 

obtenus, a été déterminée par deux méthodes soit en déterminant le pourcentage d’inhibition 

du radical DPPH● soit en mesurant le volume V50 qui correspond  au volume efficace d’un 

extrait de concentration inconnue nécessaire pour inhiber 50% des radicaux DPPH●. Ce  V50 

est déterminé à partir des courbes  représentant la variation du DPPH  restant en fonction du 

volume d’extrait ajouté. 

A partir du volume V50, on peut déduire la concentration efficace nécessaire pour 

inhiber 50% de DPPH● (EC50) (tableau IV.3 et IV.4) pour les différents échantillons en 

connaissant la concentration initiale de l’extrait méthanolique préparé.  

E4 
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Dans les tableaux VI.3 et VI.4, nous présentons les valeurs du pourcentage du DPPH●  

restant (% DPPH●
rest) pour les extraits méthanolique des graines et des extraits huileux de 

graines de Silybum marianum  par solvants organiques (tableau IV.3) et par CO2 supercritique 

(tableau VI.4) dans une solution méthanolique de  DPPH● de concentration 1,013.10-4 mol.L-1 

et le volume de DPPH (2 mL).  

La figure IV.11 représente les variations des pourcentages  en DPPH● restant en 

fonction du volume de l’extrait E4. Cet extrait est pris comme exemple. 

 
Figure IV. 11 Variation du % DPPH●restant  en fonction du volume de l’extrait obtenu par 

CO2 supercritique (E4). 

La détermination du volume V50 est un atout majeur, pour pouvoir comparer l’activité 

antiradicalaire des différents échantillons contre le radical DPPH●.Ce volume correspond  au 

volume efficace d’un extrait de concentration inconnue et nécessaire pour inhiber 50% des 

radicaux DPPH● (Syndicat National des Producteurs d’Additifs Alimentaires,1996). Le V50 

est déterminé à partir des courbes  représentant la variation du DPPH restant en fonction du 

volume de l’extrait méthanolique ajouté. Nous présentons à titre indicatif les variations du 

pourcentage en DPPH● restant en fonction du volume de l’extrait E4 (figure IV.10)  

L’activité antiradicalaire mesurée au moyen du radical DPPH● est exprimée en 

concentration efficace à 50% (CE50). Cette concentration efficace correspond à la 

concentration en antioxydant pour laquelle la diminution d’absorbance initiale d’une solution 

de DPPH  de même concentration et sans antioxydant. Cette valeur CE50 s’exprime en µg/ml 

et est déterminée graphiquement. Le pouvoir antioxydant d’un composé est d’autant plus 

élevé que son CE50 est petit. 

E4 



IV. Activité antioxydante et cytotoxique  

Page |137 
 

Nous résumons dans le tableau IV.3 les valeurs des volumes efficaces V50 et des 

concentrations efficaces CE50. 

 SM 
 Naturelle  

SM  
Commerciale  E1 E2 E3 

V50 mL 69,05  0,02 62,36  0,09 69,47  0,07 60,99  0,03 63,28  0,05 

CE50 µg/ml 0,70  0,06 0,64  0,05 0,70  0,02 0,60  0,04 0,63  0,01 

Tableau IV. 3 V50 et CE50 de la silymarine naturelle et artificielle et des extraits par Soxhlet 

par solvants organiques (hexane (E1), chloroforme (E2) et éther de pétrol (E3)  

 
 E4 E5 E7 E9 E12 E13 E14 E15 E18 E19 E20 

V50 
mL 

54,4 
0,02  

63,74
0,01 

61,55
0,06 

65,29
0,05 

71,26 
0,07 

62,49
0,05 

69,34
0,04 

49,32 
0,08 

50,26
0,06 

66,36
0,06 

61,74
0,03 

CE50 
µg/ml 

0,54 
0,01 

0,61 
0,03 

0,59 
0,06 

0,65 
0,01 

0,73 
0,01 

0,62 
0,02 

0,63 
0,05 

0,52 
0,03 

0,53 
0,05 

0,72 
0,05 

0,61 
0,05 

Echan
tillon 

E21 E22 E23 E24 E25 E28 E29 E30 E33 E34 E35 

V50 63,36
0,05 

56,52
0,03 

51,77
0,05 

61,32
0,05 

42,39
0,06 

66,11
0,05 

79,28
0,02 

78,79 
0,05 

55,99 
0,05 

39,87 
0,03 

54,73
0,05 

CE50 
µg/ml 

0,69 
0,03 

0,62 
0,09 

0,72 
0,01 

0,67 
0,02 

0,52 
0,09 

0,72 
0,01 

0,87 
0,09 

0,69 
0,06 

0,57 
0,09 

0,42 
0,01 

0,55 
0,01 

Echan
tillon 

E36 E37 E38 E39 E40 E41 E42 E43 E43 E44 E45 

V50 65,32
0,01 

66,80
0,01 

65,32
0,09 

66,80
0,02 

62,60
0,06 

61,53
0,09 

60,13
0,01 

77,31
0,06 

61,72 
0,03 

51,38 
0,01 

72,41
0,01 

CE50 
µg/ml 

0,64 
0,09 

0,61 
0,01 

0,65 
0,03 

0,66 
0,03 

0,62 
0,01 

0,61 
0,01 

0,60 
0,09 

0,77 
0,01 

0,61 
0,09 

0,51 
0,01 

0,57 
0,01 

Tableau IV. 4 V50 et CE50 des échantillons extraits par CO2 supercritique (E4 à E45 tab.II.8) 

La valeur de l’EC50 de l’extrait méthanolique de la silymarine commerciale est plus 

faible que celle de la Silymarine naturelle (cueillis dans le bassin méditerranéen (nord tunisie) 

donc les graines de Silybum marianum ont le pouvoir antiradicalaire (PAR) le plus important.  

PAR silymarine naturelle > PAR silymarine commerciale 

Pour les huiles végétales extraites par Soxhlet, les valeurs se rapprochent nettement ; 

l’extraction par l’hexane montre par contre un PAR légèrement plus faible par rapport aux 

huiles extraites par l’éther de pétrole et le chloroforme.  

PAR E2  > PAR E3  > PAR E1 
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Les extraits huileux obtenus par extraction supercritique montrent des valeurs très 

fluctuantes et qui ne dépendent ni de la température, ni de la pression et ni des différents 

autres paramètres comme le temps de contact, l’ajout du co-solvant et le diamètre moyen des 

particules. 

On peut noter que l’extrait obtenu à une température de 40°C et une pression de 220 

bar (E34 tab.II.8) présente la valeur la plus faible de CE50 et donc le plus fort PAR , par contre 

dans ces mêmes conditions de température et de pression, l’extrait avec co-solvant (E29) 

présente le plus faible PAR , sa valeur est inférieure à celles des huiles obtenues par l’appareil 

de Soxhlet et avec les graines ( commerciales ou naturelles).  

On note aussi qu’il n’existe aucune corrélation entre le PAR des échantillons et les 

conditions d’expérimentation d’extraction par SC-CO2. 

Cependant en écartant l’hypothèse de l’influence du solvant d’extraction on admet que 

seule la technique d’extraction pourrait trancher sur l’efficacité et la capacité d’une technique 

ou une autre et de mettre en évidence l’activité antiradicalaire d’un extrait huileux.  

En conclusion, l’extraction par CO2 supercritique est la technique qui en plus de sa 

capacité à donner un produit pur sans aucune traces de solvant, permet d’obtenir un 

rendement supérieure par rapport aux autres techniques, et d’autre part un produit ayant un 

pouvoir antioxydant assez élevé par le test de DPPH.  

Les valeurs de CE50 des graines naturelles (27.08±0.002 μg/ml) et des graines 

commerciales (33.24 ± 0.007 μg/ml) sont en accord avec celles trouvées (33.8μg/ml) par 

Gerhäuser et al., (2003) et celles (50.4 μg/ml)  trouvées par Šeršeň et al., (2006) .Mais comme 

nous l’avons déjà mentionné plus le CE50 est faible plus les graines ont un fort pouvoir 

antiradicalaire on peut donc en déduire que les graines naturelles provenant du bassin 

méditerranéen possède le plus fort pouvoir antioxydant.  

PAR SM naturelle > PAR SM commerciale  > PAR SM d’Allemagne   > PAR SM de la République Tchèque   

Sachant que nous n’avons aucune indication sur l’origine des graines dans la 

bibliographie (Gerhäuser et al. ,2003 ; de Šeršeň et al., 2006) nous pourrons pas discuter de 

l’origine et l’influence des climats et de la qualité des sols dans lesquels le Silybum marianum 

a poussé. 

Cependant la différence de pouvoir antioxydant que l’on a pu constater entre les 

différentes graines peut être liée aux differentes méthodes de détection puisque dans les 

travaux de Gerhäuser et al. ,(2003) et de Šeršeň et al. ,(2006) ; la technique de détection est à 
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EPR (Electron paramagnetic resonance) alors que pour les travaux que nous avons menés le 

détecteur est la spectroscopie d’absorption.  

En comparant les graines du Silybum marianum avec d’autres graines comme par 

exemple les graines de raisins (Parejo et al. ,2003) (6.9± 0.2 µg/ml), le PAR de la Silymarine 

est très faible.  

I.4.2 Détermination du pouvoir antiradicalaire par l’ABTS●+ 

Le test ABTS mesure l’habilité d’un antioxydant à capturer les radicaux ABTS●+ 

générés par la réaction entre un oxydant fort et le sel d’ABTS●+. Le pouvoir antiradicalaire a 

été déterminé selon le test TEAC (Capacité antioxydante en Equivalent du trolox).  

A partir du pourcentage d’inhibition d’un milligramme de chaque composé étudié et 

de la courbe d’étalonnage du trolox (figure IV.12), nous déduisons l’équivalent du trolox 

ayant le même pouvoir antioxydant qu’un milligramme de composé étudié.  

 

Figure IV. 12 Courbe d’étalonnage du Trolox 

En comparant les pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration des 

échantillons, nous remarquons une augmentation de pourcentage d’inhibition au fur et à 

mesure que la concentration augmente (tableaux IV.6 et IV.7) 
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Concentration d’ABTS Pourcentages d’inhibition (%) 
 SM Nat SM Com E3 E1 E3 

0,14 10-3 M 16,35 11,84 14,62 10,34 13,67 
0,7 10-3 M 29,50 28,24 38,25 29,12 20,71 

0,035 10-3 M 59,75 49,62 57,30 49,99 52,95 
0,023 10-3 M 89,27 88,25 73,30 80,28 77,21 

Tableau IV. 5 Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de l’ABTS après 
l’ajout de la silymarine naturelle (SM Nat) et  commerciale (SM Com) et des extraits par 
Soxhlet par solvants organiques (hexane (E1), chloroforme (E2) et éther de pétrole (E3)  

Concentration 
d’ABTS  

Pourcentages d’inhibition (% ) 

 E4  E5  E7  E9  E12 E13 E14 E15 E18 E19 E20 

0,14 10-3 M 12,82 11,79 13,5 28,59 25,74 19,11 12,38 18,58 12,14 12,18 15,5 

0,7 10-3 M 30,74 23,66 41,13 43,12 60,07 41,04 31,12 38,68 38,24 35,12 32,55 

0,035 10-3 M 25,64 79,22 70,18 50,47 61,17 72,97 45,21 52,57 62,12 62,37 50,45 

0,023 10-3 M 72,3 84,03 84,03 74,61 92,51 83,39 76 74,58 87,27 85,6 60,54 

  E21 E22 E23 E24 E25 E28 E29 E30 E33 E34 E35 

0,14 10-3 M 18,15 27,81 25,47 14,31 11,74 10,87 11,55 10,9 15,57 27,67 24,35 

0,7 10-3 M 29,85 44,31 54,92 57,82 26,14 16,35 24,01 19,85 29,88 33,92 36,44 

0,035 10-3 M 43,92 72,84 61,49 69,87 66,92 25,64 36,17 25,11 40,61 84,85 86,35 

0,023 10-3 M 63,95 80,47 83,34 81,48 75,62 71,28 77,68 85,17 62,98 93,82 95,87 

  E36 E37 E38 E39 E40 E41 E42 E43 E43 E44 E45 

0,14 10-3 M 22,12 28,61 23,47 29,09 23,65 20,16 17,88 26,66 28,12 25,37 25,37 

0,7 10-3 M 29,89 39,12 33,73 31,11 43,08 28,3 26,11 32,32 41,77 49,55 49,55 

0,035 10-3 M 50,67 78,88 49,51 59,53 69,65 82,17 57,19 64,92 49,11 67,17 67,17 

0,023 10-3 M 94,06 90,33 71,79 88,17 92,41 93,2 88,78 96,46 91,82 93,87 93,87 

Tableau IV.6 Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de l’ABTS des 

échantillons extraits par CO2 supercritique  

 

La concentration en antioxydant (TEAC) est déterminée à partir de l’équation du 

trolox (1µM de trolox ayant le même pouvoir antiradicalaire qu’un µM du composé étudié) et 

à partir des courbes de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait 

étudié. 
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 SM Nat  SM Com  E3 E2 E1 

V50  450,850,02 355,870,06 618,810,01 303,810,09 347,220,02 

TEAC 0,820,01 1,060,02 0,600,07 1,240,02 1,080,08 

Tableau IV.7 V50 (mL) et TEAC  (µM) de la silymarine naturelle  (SM Nat) et  commerciale 
(SM Com) et des extraits par Soxhlet par solvants organiques (hexane (E1), chloroforme (E2)  

 SM Nat  SM Com  E3 E2 E1 

V50  450,850,02 355,870,06 618,810,01 303,810,09 347,220,02 

TEAC 0,820,01 1,060,02 0,600,07 1,240,02 1,080,08 

et éthanol (E3)) 

  E4  E5  E7  E9  E12 E13 E14 E15 E18 E19 E20 

V50 511,24

0,02 

186,42

0,05 

150,69

0,01 

159,4 
0,02 8 

268,0 
0,02 9 

189,42
0,08 

166,72
0,06 

463,39
0,05 

220,65 
0,08 

223,6 
0,02 1 

523,44

0,03 

TE
AC 

0,73 
0,01 

2,05 
0,02 

2,54 
0,06 

2,37 
0,06 

1,43 
0,05 

2,07 

0,03 

2,24 
0,09 

0,78 
0,02 

1,72 
0,03 

1,69 
0,03 

0,76 
0,08 

  E21 E22 E23 E24 E25 E28 E29 E30 E33 E34 E35 

V50 160,23
0,05 

161,65
0,08 

304,32
0,06 

293,42
0,08 

361,79
0,02 

290,52
0,03 

390,93
0,08 

231,48
0,02 

116,063
0,03 

114,18
0,02 

162 
0,01 

TE
AC 

2,38 
0,02 

2,374 
0,02 

1,25 
0,01 

1,29 
0,01 

1,03 
0,01 

1,30 
0,02 

0,97 
0,06 

1,63 
0,02 

3,27 
0,06 

3,32 
0,08 

2,41 
0,08 

  E36 E37 E38 E39 E40 E41 E42 E43 E43 E44 E45 

V50 167,11
0,02 

166,80 
0,08 

165,32
0,02 

166,80
0,01 

162,60
0,09 

161,53
0,05 

160,13
0,02 

177,31
0,01 

161,72 
0,03 

151,38
0,02 

165,32
0,05 

TE
AC 

2,62 
0,09 

2,63 
0,05 

2,57 
0,09 

2,63 
0,01 

2,46 
0,02 

2,42 
0,03 

2,36 
0,02 

3,040 
,08 

2,43 
0,05 

2,00 
0,08 

2,57 
0,08 

Tableau IV. 8 V50 (mL) et TEAC  (µM) des échantillons extraits par CO2 supercritique à 

différentes températures et pressions  

L’extraction par solvants donne la plus faible concentration en antioxydants en 

équivalent trolox. On obtient une meilleure extraction des antioxydants de la silymarine 

commerciale par rapport à la silymarine naturelle avec une valeur de 1.06±0.02 µM. Alors 

que pour les solvants d’extraction, l’éther de pétrole est le plus faible extracteur d’antioxydant 

alors que le chloroforme est le meilleur extracteur avec une valeur de TEAC égale à 1.246 

±0.001 µM. Plus la TEAC est élevée plus le pouvoir antioxydant de l’extrait est élevé.  

TEAC E2 > TEAC E1 > TEAC E3 
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Comme pour le test DPPH, les extraits huileux obtenus par extraction supercritique 

montrent des valeurs très fluctuantes et qui ne dépendent ni de la température ni de la 

pression; on peut noter que l’extrait obtenu à une température de 40°C et une pression de 220 

bars présente la valeur la plus forte de TEAC par contre à cette même température 40°C et à 

une pression de 100 bars, l’extrait présente la plus faible valeur de TEAC, sa valeur est plus 

importante  même en comparaison avec les huiles fournies par l’appareil de Soxhlet et avec 

les graines (commerciales ou naturelles). 

I. 5. Conclusion  

Expérimentalement, pour estimer leurs propriétés antioxydantes, plusieurs modèles en 

solution sont employés comme ceux cité dans les travaux de Brand-Williams (Brand-

Williams et al. ,1995). L’étude du pouvoir antiradicalaire des graines et des extraits huileux de 

graines de Silybum marianum conduite par deux méthodes en utilisant le radical stable 

DPPH● et l’ABTS●, a permis de mettre en évidence le pouvoir antioxydant et son évaluation.  

A titre comparatif, pour les silymarines naturelles et commerciales :  

PAR silymarine naturelle > PAR silymarine commerciale 

TEAC silymarine naturelle < TEAC silymarine commerciale 

Les deux tests donnent les mêmes résultats ce qui permet de conclure que la silymarine  

commerciale présente un pouvoir antioxydant plus élevée que celui de la silymarine naturelle 

ceci peut être dûe à plusieurs facteurs qui influencent la composition en flavonolignanes et en 

autres antioxydants. 

Pour les extraits à l’hexane, à l’éther de pétrole, et au chloroforme : 

PAR E2  > PAR E3  > PAR E1 

TEAC E3 < TEAC E1 < TEAC E2 

L’influence du solvant d’extraction est l’unique réponse aux différences de résults que 

présentent les deux tests concernant les extraits obtenus par Soxhlet.  

Le DPPH peut présenter certains inconvénients sur le plan expérimental d’abord parce 

qu’il posséde des propriètés solvatochromes (Le solvatochromisme est la propriété d'un 

complexe à changer de couleur en fonction du solvant dans lequel il est solubilisé) et il n’est 

soluble que dans des solvants organiques, en particulier les alcools, et non en milieux aqueux ; 

ce qui empêche toute analyse d’antioxydants hydrophiles (Arnao, 2000). 

De plus toutes les manipulations réalisées avec le DPPH doivent se dérouler 

obligatoirement dans l’obscurité puisque ce radical est instable à la lumière et que son 
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absorbance à 515 nm décroit sans l’intervention d’un antioxydant (Ozcelik et al. ,2003). Le 

DPPH est aussi un radical stable possédant une bande d’absorption dans le visible vers 

515nm qui interfére sur celles des composés testés d’où la difficulté d’interprétation posée par 

Pior et al. ,(2005) pour ce test. Le test ABTS+ est plus afficace au moins pour une meilleure 

interprétation des résultats puisque sa bande d’absorption (734 à 815 nm) n’intérefére pas sur 

celle du composé à étudier ce qui est la cas du radical DPPH qui ne posséde pas d’autres 

bandes à plus grande longueur d’onde. 

L’objectif étant de déterminer dans quelles conditions de température et de pression, 

l’extrait possède la plus haute activité antioxydante ce qui permet de déduire qu’à 40°C et à 

220bar on obtient un extrait pur avec une activité antioxydante importante prouvée par les 

deux tests DPPH et ABTS. Nous nous proposons à la suite de cette évaluation d’étudier 

l’activité biologique de cet extrait afin de mettre en évidence les avantages de la technique 

d’extraction par CO2-SC sur l’une des activités les plus importantes dans le domaine de la 

médecine et de la pharmacie ; nous avons choisi dans ce travail de tester l’activité cytotoxique 

sur les cellules cancéreuses du côlon de l’extrait (E29) obtenu à  40°C et à 220bar.  

II. Activité cytotoxique des flavonolignanes  

II. 1.Introduction 

De nombreuses recherches ont été menées ces dernières années pour évaluer le 

potentiel de composés photochimiques présents dans des plantes très variées comme agents 

chimiopréventifs efficaces contre le cancer. Dans ce but, l’extrait de chardon Marie a été 

particulièrement étudié pour ses effets bénéfiques généraux sur la santé. (Ramasamy & 

Agarwal 2008) 

Le Chardon Marie (Silybum marianum, famille des Astéracées) est l'une des plus 

anciennes plantes médicinales connues pour ses propriétés hépato-protectrices et a été décrite 

dans la littérature comme agent thérapeutique contre l’indigestion, les troubles de la bile et de 

la rate et l’insuffisance rénale (Foster, 1999; Culpeper, 1650).  

La silymarine, comme déjà mentionnée dans les chapitres précédents, est un 

flavonoïde isolé à partir des graines de chardon-Marie; ce constituant actif est un 

flavonolignane composé chimiquement d’un mélange de quatre isomères tels que les 

flavonoïdes silybinine, isosilybinine, silydianine et silychristine (Davis-Searles et al. , 2005). 
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En Europe et en Asie la silymarine et la silybinine sont utilisées en médecine  pour le 

traitement des maladies du foie. Chez les patients atteints de troubles hépatiques, le traitement 

par la silymarine ou silybinine a montré que ce dernier permettait d’obtenir une nette 

amélioration de la fonction hépatique plus rapidement que chez ceux recevant un  placebo 

(Salmi & Sarna 1982). Une autre étude a montré qu’une administration quotidienne de 420 

mg de silymarine pendant plusieurs années a entraîné une réduction significative de la 

mortalité des patients atteints de cirrhose alcoolique du foie (Ferenci et al., 1989). En Europe, 

la silymarine et la silybinine sont utilisées comme toniques du foie. Actuellement certains 

travaux ont montré que ces deux principes actifs peuvent être utilisés contre divers troubles  

de la vessie, de la vésicule biliaire et du foie, y compris dans les pathologies d'hépatite etde 

cirrhose ainsi que de certaines affections dermatologiques (Ely, 1989 ; Luper, 1998). 

Récemment, la silymarine a été commercialisée aux Etats-Unis et en Europe comme 

supplément diététique et notament sous forme de capsule avec une biodisponibilité accrue 

avec les noms commerciaux : Siliphos, et Silipide Legalon.  

D’après Wellington et Jarvis (2001), aucune recherche ne mentionne la présence d’une 

toxicité induite par la silymarine, même si certaines études cliniques ont rapporté des effets 

indésirables mineurs se résumant à des maux de tête, et des symptômes gastro- intestinaux et 

dermatologiques. 

Ainsi, des études ont suggéré que la silymarine et la silybinine pouvaient présenter un 

potentiel intéressantcomme agents préventifs contre plusieurs cancers humains. Malgré la 

multitude de travaux menés sur la silymarine et la silybinine et leurs utilisations cliniques, peu 

d’études se sont intéressées à leurs métabolismes chez les animaux (Zhao & Agarwal  1999).  

Dans ce contexte, notre étude a pour objectif d’évaluer l’activité anti-proliférative vis-

à-vis de cellules cancéreuses d’extraits de chardon Marie obtenus par extraction en CO 2-SC. 

L’extrait choisi provient d’une extraction à T= 40°C et P= 220 bar. Le choix de cet extrait est 

relatif à son activité antioxydante et sa concentration en flavonolignanes.  

II.2. Matériels et méthodes 

II.2. 1.Matériels 

II.2.2.1.1. La lignée cellulaire Caco2 

Nous avons choisi la lignée cellulaire Caco2 comme modèle cellulaire in vitro des 

entérocytes. Ces cellules sont issues d’une lignée cellulaire cancéreuse de côlon provenant 

d’un adénocarcinome colique humain, laquelle a été établie en 1977 par Fogh et Orfeo (Fogh 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhao%20J%22%5BAuthor%5D
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et Orfeo 1977). L’intérêt de ces cellules réside dans leur capacité à se différencier 

spontanément en cellules polarisées acquérant des caractéristiques morphologiques et 

biochimiques d’entérocytes humains (Hidalgo et al 1989; Pinto et al 1983; Rousset 1986).  

 Elles proviennent du laboratoire URAFPA (Nancy, France), et présentent une phase 

exponentielle de croissance et entrent en différenciation spontanée dès qu’elles atteignent la 

confluence. A confluence et au-delà, les cellules formant une mono-couche avec des jonctions 

serrées. 

II.2.2.1.2. Molécules testées 

Les flavonolignanes testés sont : la silybine (ou silybinine), la silychristine et la 

silydianine et sont référencées dans le chapitre II. Chaque molécule est à une concentration de 

1 mg/mL (dilution effectuée dans le DMSO à 10% de PBS). 

Dans le but de tester essentiellement les extraits purs des graines de Silybum 

marianum obtenus par CO2 supercritique, le choix de l’extrait s’est fait en prenant en 

considération l’évaluation du pouvoir antiradicalaire par le radical DPPH et par le radica l 

ABTS, ainsi l’échantillon obtenu à P= 220 bar et à T=40°C. La phase huileuse est séparée de 

la phase visqueuse et blanchâtre (figure II.29) par décantation. Cet extrait est testé à 

différentes concentrations 10, 20, 50 et 100 µg /ml (dilution dans le DMSO). 

II.2.2.2.Méthodes 

II.2.2.2.1.Etude de l’activité cytotoxique 

II.2.2.2.1.1. Culture cellulaire  

Des cellules Caco2, d’une lignée cancéreuse humaine de colon ont été congelées au 

32éme passage à une concentration initiale de 107 cellules /ml. Les cellules ont été 

décongelées, et cultivées dans des fioles de Roux T75 (75cm2). Le milieu de culture employé 

est un milieu « Eagle » modifié par Dulbecco (DMEM) (Sigma) supplémenté par 10% (v/v) 

de sérum de veau fœtal (SVF) source de facteurs de croissance indispensables (Eurobio), 

2mM glutamine, (Gibco, France) et  1% (v/v) d’acide aminés non essentiels (Gibco, 

Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, France). Lorsque les cellules atteignent la confluence, elles 

sont lavées avec du tampon phosphate PBS (9,6 g/L, pH 7,2) et détachées par trypsination 

(3mL de solution de trypsine à 0,5% /2,6mM EDTA Gibco, France) pendant 3 min dans un 

incubateur (37%, 5% CO2) (Sanyo, MCO-20 AIC). L’action  de la trypsine est stoppée par un 

ajout de milieu de culture contenant du sérum de veau fœtal (10%) ; les cellules se retrouvent 

alors en solution. Les cellules sont récupérées par centrifugation à 800 tours/min pendant 5 
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min et sont comptées à l’aide d’une cellule de Thoma sous microscope optique (Zeus, 

Allemagne).Ce comptage permet de déterminer le nombre de cellules afin d’effectuer le 

passage suivant. La suspension cellulaire sert à réensemencer d’autres flacons de culture à 

raison de 105 cellules/mL dans des fioles de 25 ou 75 cm2. Le nombre de passages ou 

repiquages des cellules doit être comptabilisé, dans la mesure où il peut influencer le temps de 

multiplication des cellules et leurs capacités métaboliques : l’utilisation de cellules issues de 

nombreux repiquages successifs est évitée.  

Les cultures sont maintenues dans un incubateur à 37°C sous une atmosphère saturée 

en humidité contenant 5% de CO2. En vue d’assurer l’apport en nutriment aux cellules et 

d’éliminer les métabolites cellulaires susceptibles d’inhiber la croissance cellulaire, un 

changement de milieu de culture est nécessaire toutes les 48h. La croissance des cellules est 

évaluée quotidiennement à l’aide d’un microscope en phase inverse. Les cellules sont 

cultivées jusqu’à 80% confluence où une concentration de 0,6.105 cellules/cm2 environ est 

atteinte. La suspension cellulaire est diluée afin d’ensemencer une microplaque à raison de 

5.104 cellules/puits 

II.2.2.2.1.2.Conservation des cellules 

 Décongélation  

Pour effectuer une culture cellulaire à partir d’un des cryotubes conservés dans l’azote 

liquide, on procède à sa décongélation rapide à 37°C dans un bain-marie pour éviter un 

contact prolongé du DMSO fortement cytotoxique avec les cellules. La suspension 

décongelée est reprise dans 9mL du milieu préchauffé, DMEM avec 10% SVF pour les 

cellules Caco2. Après centrifugation à 80 rpm pendant 5 minutes, le surnageant avec le 

DMSO est éliminé et remplacé par du milieu de culture frais. Après homogénéisation, les 

cellules sont remises en culture à 37°C. Le milieu de culture est périodiquement renouvelé 

jusqu’à la confluence des cellules. 

Congélation  

La congélation des cellules dans l’azote liquide à -196°C s’effectue sur une population 

cellulaire en phase exponentielle de croissance.  

Toutes les étapes de la congélation sont effectuées dans la glace pour limiter l’effet 

cytotoxique du DMSO (diméthyl-sulfoxyde, Fluka). La suspension de cellules Caco2 est 

centrifugée (5 tours/min pendant 5 min) et le culot est repris dans un volume de milieu 

DMEM afin de congeler 7.106 cellules Caco2  par cryotube sachant que chaque cryotube 
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contient 0,9 mL de milieu de culture, il est ajouté 0,1mL de DMSO, agent cryoprotecteur, 

goutte à goutte. 

Une fois ces étapes réalisées, les cryotubes sont placés dans un « Nicool ®» contenant 

de l’azote liquide (-196°C) et muni d’un ventilateur. Plusieurs paliers de ventilation sont 

réalisés pour congeler les cellules progressivement afin de limiter au maximum la mort 

cellulaire. Les cryotubes sont stockés par la suite dans un cryostat à -196°C. 

 Etude antiproliférative  

L’étude antiproliférative des molécules pures (les flavonolignanes) et l’extrait pur 

provenant des graines du chardon Marie a été réalisée  vis-à-vis de la lignée cellulaire 

cancéreuse Caco2. Une gamme de concentrations entre 0 et 200 µM a été réalisée. Les 

différentes concentrations ont été préparées dans du DMSO de façon à ne pas dépasser 1% de 

DMSO dans chaque puits. 

L’activité antiproliférative des extraits a été évaluée vis à vis de cellules Caco2. 

Différentes concentrations de 10, 20, 50 et 100 mg/mL de chaque extrait ou fraction ont été 

préparées dans du DMSO avec une concentration finale en DMSO dans le milieu de culture 

ne dépassant pas 1% (v/v) et diluées dans un milieu de culture.  

II.2.2.2.1.3. Suivi de la croissance cellulaire à micro-échelle par le système cellscreen® 

Le suivi de la croissance peut être déterminée par des mesures effectuées en microplaques 

grâce au système cellscreen® (Brinkmann et al. ,2002). Le cellscreen® est un système 

constitué d’un microscope couplé à un analyseur d’images. Un appareil photo permet de 

prendre des images de la surface des puits d’une microplaque laquelle est positionnée sur un 

support motorisé. Les images sont analysées puits par puits par le processeur et la surface du 

tapis cellulaire au fond de chaque puit est mesurée (figure IV.13). Le développement 

cellulaire est évalué par analyse d’images par la détermination du pourcentage de surface des 

puits recouverts par les cellules.  
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Figure IV. 13 Cellscreen® : Système automatisé d’analyse de la croissance cellulaire 

Ainsi, dans le cas de culture de cellules adhérentes (Caco2), c’est le pourcentage de 

recouvrement des cellules à la surface de chaque puits qui est déterminé. Cette mesure permet 

de réaliser des cinétiques de croissance cellulaire et d’évaluer l’effet potentiel de différentes 

molécules sur la croissance des cellules. Dans le cas de cellules en suspension, le nombre total 

de cellules est déterminé. 

Le suivi de la croissance est basé sur la comparaison du pourcentage de recouvrement 

des puits témoins où les cellules sont placées dans un milieu dénué de la substance à tester et 

des puits où les cellules sont soumises à différentes concentrations de la molécule.  

Au préalable, il a été vérifié que la surface de recouvrement est proportionnelle à la 

concentration cellulaire. Les mesures sont effectuées aux temps 0, 24h, 48h et 72h. Le temps 

t0 représente le temps d’ensemencement des cellules, alors que le temps t24 représente le 

temps d’ajout des molécules. Les mesures réalisées permettent le calcul de la vitesse 

spécifique de croissance µ (en h-1), est calculée comme suit : 

Au temps t0 la concentration de cellules dans le milieu de culture est x0  

                  µ =     

 =                                
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ln  = µ×t 

avec µ correspond à la vitesse spécifique de croissance (h-1) et  la vitesse volumique de 

croissance (g/l.h) 

Au temps t, la concentration cellulaire dans le milieu est x 

Ainsi en tracant Ln x/x0 en fonction du temps, la pente qui est déterminée à partir de 

la partie linéaire représentée la vitesse spécifique apparente de croissance µ (h-1). 

Le temps nécessaire au doublement de la population de cellules (td) est donné par : 

td =  . 

II.2.2.2.1.4. Test rouge neutre 

La cytotoxicité éventuelle des molécules étudiées vis-à-vis des cellules Caco2 en 

culture est déterminée en utilisant le test rouge neutre ou NRU (Neutral Red Uptac).  

Le rouge neutre (figure IV.14) est un colorant qui peut pénétrer dans les cellules à 

travers la membrane cellulaire par diffusion ionique. Le colorant se fixe alors sur les 

membranes intactes des lysosomes intracellulaires.  

 
Figure IV. 14 Structure chimique du rouge neutre 

Cette fixation du rouge neutre témoigne de l’intégrité cellulaire et elle est relative à la 

viabilité (Chailloux, 2004). Ainsi, en cas de mortalité, la membrane dégradée des lysosomes 

ne permet pas la fixation du rouge neutre. L’absorbance à 540 nm mesurée par 

spectrophotométrie est directement proportionnelle à la quantité de cellules vivantes (Mingoia 

et al. ,2006) 

En pratique, les cellules sont ensemencées comme décrit précédemment à raison de 

1.104 cellules /puit dans une microplaque (Nunc) de culture à 96 puits et incubées pendant 24h 

à 37°C et 5% de CO2. Après 24h, les différentes concentrations de molécules à tester sont 

ajoutées à raison de 6 puits pour chaque condition. Après 48h de culture, le milieu est éliminé, 
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les cellules adhérentes sont lavées au PBS, puis 200 µl/ml d’une solution de Rouge Neutre 

sont ajoutés dans le milieu de culture et la microplaque est incubée pendant 3 heures à 37°C. 

Le milieu est à nouveau éliminé et les cellules sont lavées au PBS. Le rouge neutre est extrait 

des cellules en les soumettant à une solution de solubilisation (éthanol/acide acétique /eau, 

50/1/49) sous agitation pendant 15min à température ambiante. L’absorbance peut enfin être 

mesurée à 540 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. 

Le nombre de cellules vivantes après traitement à la concentration choisie de 

molécules par rapport au nombre de cellules témoins non traitées, permet d’évaluer la 

cytotoxicité de ces molécules. 

Le pourcentage de mortalité est calculé d’après cette équation : 

% mortalité cellulaire = 1- (Abs essai / Abs témoin) x 100 

Abs essai = Absorbance de l’essai témoin non traité par les molécules  

Abs témoin = Absorbance de l’essai traité par les molécules 

II.2.2.3. Résultats et discussion 

II.2.2.3.1. Evaluation de la cytotoxicité  

La lignée cellulaire Caco-2 (adénocarcinome colique) est un des modèles cellulaires 

les plus employés pour modéliser in vitro l’épithélium intestinal où les molécules étudiées 

peuvent être libérées de la matrice alimentaire grâce à la microflore colique (Couteau et al., 

2001) et ainsi étudier la biodisponibilité d’un grand nombre de molécules (Doehmer et 

al.,2008). D’autres études se sont intéressées à l’étude de la toxicité des différentes 

biomolécules sur ces cellules, ce qui représente l’objectif de notre étude et plus précisement 

l’effet des flavonolignances sur la toxicité des cellules Caco-2. 

Le suivi par le  système Cellscreen® des cellules incubées soit avec la silychristine, la 

silybine, la silydianine ou l’extrait des graines de Silybum marianum est réalisé au cours du 

temps afin d’observer la morphologie des cellules Caco2 (figure IV.15) par analyse d’images. 

L’évolution de la surface des puits recouverts par les cellules est suivie au cours du 

temps (de 0 à 72h) de la surface colonisée par les cellules. 

 



IV. Activité antioxydante et cytotoxique  

Page |151 
 

 

     

      

Figure IV. 15 Analyse d’image par le Cellscreen du témoin (sans ajout de 
flavonolignanes(a)) et après 24h de l’ajout des flavonolignanes : silychristine (b) ; silydianine 

(c) ; silybine (d) et de l’extrait obtenu par CO2-SC (e). 

Les clichés de la figure IV.15 montrent que la surface du tapis cellulaire est délimitée 

par un trait rouge alors que l’espace non colonisé par les cellules est délimité par un trait 

bleu.En comparant les figures du témoin avec celles représentant l’ajout des flavonolignanes, 

on observe une nette différence de surface du tapis cellulaire.  

(b) 

(d) 

(c) 

(e) 

(a) 
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Il peut être clairement observé que les surfaces des tapis cellulaires en présence de la 

silybine et de l’extrait obtenu par CO2-SC sont moins étendues par rapport à ceux de la 

silychristine et de la silydianine ce qui indique une plus forte cytotoxicité de la sylibine et de 

l’extrait vis-à-vis des cellules Caco-2. 

 

Figure IV. 16 Cinétique de croissance des cellules Caco-2 (Surface de recouvrement des 

puits en fonction du temps en présence de la silychristine) 

 

Figure IV. 17 Cinétique de croissance des cellules Caco-2 (Surface de recouvrement des 

puits en fonction du temps en présence de la silydianine) 

Ajout de la Silychristine 

Ajout de la Silydianine 
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Figure IV. 18 Cinétique de croissance des cellules Caco-2 (Surface de recouvrement des 

puits en fonction du temps en présence de la silybine) 

 

Figure IV. 19 Cinétique de croissance des cellules Caco-2 (Surface de recouvrement des 

puits en fonction du temps en présence de l’extrait obtenu par CO2 supercritique à 40°C et 

220 bars)  

Ajout de l’extrait obtenu par CO2 supercritique à 40°C et 220bar 

Ajout de la Silybine 
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Les courbes de cinétique de croissance des cellules Caco-2 en présence des 

flavonolignanes (figure IV.17, 18, 19) montrent que l’effet cytotoxique est significatif dès 

l’ajout des molécules et surtout durant les 24h qui suivent cet ajout. On peut noter cependant 

une reprise de la croissance entre 24 et 48h après l’ajout des flavonolignanes à certaines 

concentrations.  

Ainsi, aux fortes concentrations 50 et 100 µg/ml, les deux flavonolignanes Silybine et 

silychristine sont les plus actives du fait d’un arrêt de la croissance des cellules dans les 24h 

qui suivent l’ajout. Par contre, à une concentration de 10 µg/ml, on ne remarque aucun effet 

de l’ajout de la silychristine. A 20 µg/ml et 50 µg/ml, on observe une inhibition de la 

croissance des cellules Caco-2 ; il y a un arrêt de la croissance des cellules. Ceci dure 

uniquement durant les 24 premières heures qui suivent l’ajout de la molécule.  

Dans le cas de la silydianine, à faibles concentrations (10 et 20 µg/ml) la molécule n’a 

aucun effet alors qu’à de fortes concentrations 50 et 100 µg/ml, il y a un faible effet 

d’inhibition de la croissance cellulaire. 

D’après la bibliographie (Hogan et al. ,2007), la silybine est le flavonolignane le plus 

actif  de la silymarine. Dans nos travaux (figures III.7 et III.8), les résultats montrent que  de 

faibles ou de fortes concentrations induisent une inhibition de la croissance cellulaire 

importante conduisant à un arrêt de la croissance cellulaire en comparaison aux autres 

flavonolignanes.  

D’après l’analyse chromatographique, l’extrait obtenu par CO2-SC (à 220 bars et à 

40°C) contient 32 µg/ml (d’huile) de silychristine, 39 µg/ml (d’huile) de silydianine, 46 µg/ml 

(d’huile) de silybine ; d’après la figure 19, on observe une inhibition à faibles concentrations 

et un arrêt de la croissance cellulaire ce qui peut être expliqué par le fait que cet extrait est un 

mélange de trois flavonolignanes et de la taxifoline. On peut aussi émettre l’hypothèse d’une 

interaction entre ces quatre molécules qui serait la cause de cet effet cytotoxique contre les 

cellules Caco-2. Ces observations sont toutes réalisées au cours des 24h qui ont suivi l’ajout 

des molécules et de l’extrait par contre entre 24 et 48 h qui ont suivi l’ajout des molécules, 

nous avons observé comme une reprise voire même une activation de la crois sance cellulaire ; 

plusieurs hypothèses peuvent être avancées. Cette reprise peut être due au développement 

d’une résistance contre l’effet cytotoxique des flavonolignanes (hypothèse peu probable dans 

un temps aussi court) ou à la dégradation des molécules à cause du changement de certaines 
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conditions du milieu comme par exemple le pH qui s’acidifie au cours du temps. Cette 

augmentations de la surface est peut être également liée à la précipitation des molécules qui 

entrainerait la présence de particules au fond de la boite qui seraient comptabilisées ou encore 

une présence importante de débris cellulaires formant un tapis au fond de la boîte.  

Les vitesses spécifiques ont été calculées pour chaque concentration de 

flavonolignanes entre 0 et 24 h après l’ajout des molécules et sont représentées dans la figure 

IV.20.  Les résultats montrent que la silychristine et la silydianine ont peu d’effet significatif 

quelle que soit la concentration. Par contre, la silybine et l’extrait étudié montrent une 

diminution importante pour des concentrations de 50 à 100 µg/ml.  

 

Figure IV. 20 Vitesses spécifiques de croissance (µ,h-1) de cellules Caco2 en présence des 

flavonolignanes et de l’extrait obtenu par CO2 supercritique. 

D’après la figure IV.20, les résultats obtenus montrent que la silybine et l’extrait 

obtenu par CO2 supercritique ont des propriétés cytostatiques mais que la silychristine et la 

silydianine ne présentent aucune de ces propriétés aux concentrations étudiées.  

II.2.2.3.2. Mortalité cellulaire 

La cytotoxicité est ici déterminée par le pourcentage de mortalité qui est mis en 

évidence par un test rouge neutre après 48 h de culture en présence des molécules d’intérêt. 

Ce test est basé sur la diffusion du rouge neutre à l’intérieur des cellules et son accumulation 

sur les membranes des lysosomes des cellules vivantes. Le dosage par spectrophotométrie 
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après addition du colorant  permet de déterminer le pourcentage des cellules vivantes après 

48h d’incubation avec ou sans ajout des flavonolignanes. Pour vérifier si l’arrêt de la 

croissance est effectivement limité à 24 h avec reprise ensuite de la croissance ou si l’arrêt de 

la croissance est accompagné d’un décès cellulaire. La mortalité est évaluée après 48 h de 

contact avec les flavonolignanes.  

La figure IV.21 représente les pourcentages de mortalité des cellules Caco2 en 

fonction des différentes concentrations des flavonolignanes et du mélange pur obtenus par 

CO2 supercritique. La vitesse apparente de croissance des cellules en présence de la 

silychristine et de la silydianine est sensiblement similaire aux cellules témoins ce qui prouve 

que ces deux flavonolignanes n’ont pas d’effet important sur les cellules avec des taux de 

mortalités inférieures à 20%. 

Pour ce qui est de la silybine, qui le flavonolignane le plus actif, l’effet cytotoxique est 

significatif avec 42 % de mortalité et 52 %  de mortalité respectivement à 50 et 100 µg/ml. 

Ces résultats montrent que la reprise de croissance qui semblait avoir lieu entre 24 et 48h n’a 

en fait pas lieu et que les hypothèses d’un artéfact lié à la présence importante de débris 

cellulaires ou d’agrégats moléculaires sont davantage fondés.  

L’extrait obtenu à 40°C et à 220 bars est celui ayant la plus importante activité 

antioxydante, il induit également le pourcentage de mortalité le plus élevé (43 à 71% pour des 

concentrations de 10 à 100 µg/ml. Ceci s’explique par le fait que cet extrait contient 

l’ensemble des flavonolignanes (silychristine 68 µg/ml, silydianine 121  µg/ml, et la silybine 

143 µg/ml).On peut aussi supposer qu’il existe un effet de synergie des molécules ou que cet 

extrait contient d’autres antioxydants, à part les flavonolignanes, ayant une activité 

cytotoxique supérieure à celles des flavonolignanes. Ces antioxydants peuvent être des 

caroténoïdes qui ont été dosés lors des travaux de master.  

 
Figure IV. 21 Pourcentage de mortalité des cellules Caco2 après 48h d’exposition déterminé 

par le test au rouge neutre en fonction de différentes concentrations des flavonolignanes. 
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Ces résultats nous ont également permis de déterminer la concentration induisant 50% 

de mortalité appelée CI50. La CI50 est de 96 µg/ml et de 70 µg/ml pour la silybine et l’extrait 

de graines respectivement. C’est à ces concentrations que les flavonolignanes sont les plus 

toxiques.  

Nos résultats sont concordants avec ceux de Hogan et al., 2007 qui ont presenté l’effet 

cytotoxique de la silybine sur d’autres lignées cellulaires cancéreuses du colon Fet, Geo, et 

HCT116. Leurs résultats ont permis de conclure que  la silybinine limite de manière 

significative la prolifération en inhibant le facteur promoteur du cycle cellulaire et le test 

MTT a permis de déterminer que la CI50 est de 75 µg/ml pour la silybine pour la lignée Geo et 

Fet et de 38 µg/ml pour la silybine pour la lignée HCT116. 

Certaines études menées sur d’autres cellules cancéreuses ont évalué la cytotoxicité de 

la silymarine et ont déterminé la concentration à laquelle elle serait la plus efficace. Les 

travaux d’Ahmad et al. ,1998 réalisés sur les cellules épidermiques humaines A431 ont 

montré que l’administration de doses de silymarine dépend de la dose administrée et du 

temps. Le traitement des cellules A431 avec la silymarine a eu comme conséquence une 

inhibition significative de la croissance des cellules et a permis de montrer qu’à des 

concentrations beaucoup plus élevées de silymarine (75, 100 et 150 mg/ml), aucune 

croissance de cellules n’a été observée après 24h de traitement dans toute l'étude, avec une 

réduction du nombre initial de cellules indiquant une lyse cellulaire.  

Zi et al. ,1998 ont étudié l’effet inhibiteur du traitement par la silymarine en évaluant 

l’effet antiprolifératif des cellules cancéreuses du sein MDA-MB468 et ont montré qu’à une 

concentration de 75 µg/ml, la silymarine a un degré important de toxicité contre ce type de 

carcinome. 

Nos résultats présentent un grand intérêt  dans l’évaluation de l’activité antioxydante 

et cytotoxique des flavonolignanes extraits par CO2 supercritique. D’autres expériences 

peuvent être envisagées sur d’autres lignées cellulaires cancéreuses pour étudier la capacité 

des flavonolignanes extraits par CO2 supercritique  à inhiber leurs proliférations.  

Afin d’évaluer une potentielle spécificité de ces molécules vis-à-vis de cellules 

cancéreuses, il serait intéressant de réaliser une étude cinétique et d’évaluer la toxicité de ces 

flavonolignanes sur des cellules saines comme par exemple sur des cellules HUVEC (Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells). 
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Conclusion Générale 

L’un des objectifs de notre travail est d’expérimenter deux techniques d’extraction à 

partir des graines de Silybum marianum.L.  

Après une étude bibliographique visant à mettre en évidence les avantages et les 

inconvénients des deux procédés d’extraction, nous avons pu mettre en place une technique 

d’extraction par solvant organique selon la méthode de Soxhlet et un procédé plus récent qui 

est l’extraction dynamique par CO2 supercritique. 

L’extraction par solvants organiques met en évidence l’influence du solvant 

d’extraction (trois solvant ont été utilisés : l’hexane, l’éther de pétrole et le chloroforme) alors 

que l’extraction par CO2 supercritique met en évidence plusiurs paramètres parmi les quels 

figurent la pression, la température, le temps de contact entre la matrice végétale et le CO 2-

SC, le diamètre moyen des particules et l’ajout d’un co-solvant. 

Du point vue rendement, cette expérimentation a permis de : 

 déterminer le solvant d’extraction par Soxhlet le plus efficace tout en prenant en 

compte le degré de toxicité du solvant dans la suite des analyses, 

 déterminer les conditions opératoires les plus favorables à l’extraction par CO2-SC,  

 étudier expérimentalement les effets des variables opératoires sur la cinétique 

d’extraction,  

 déterminer expérimentalement les meilleures conditions de récupération de l’extrait.  

 comparer les deux procédés d’extraction, 

 comparer les résultats expérimentaux avec ceux obtenus avec le modèle de Reverchon 

et Sesti Osseo (1994).  

De point de vue quantitatif l’extraction par CO2-SC donne le meilleur rendement 

d’extraction ; ce rendement est obtenu à haute pression (220 bar) et à basse température 

(40°C), cette température est proche de celle du point critique du CO2-SC ce qui limite les 

coûts de ce procédé. La température et la pression sont les paramètres les plus influents de 

cette technique ; la granulométrie reste une condition opératoire non négligeable puisque plus 

la taille des particules de la matrice végétale sont élevée plus la masse de l’extrait est faible.  
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Nous pourrons donc déduire qu’avec le chloroforme, le procédé offre le rendement le 

plus élevé (28,85%) mais reste inférieure à celui obtenu par CO2-SC et qu’à 220 bar et de 40 à 

50 °C on obtient la masse la plus élevé d’extrait (32,37%). 

La cinétique d’extraction est influencée par la pression qui en augmentant donne une 

meilleure efficacité du solvant et une élévation de la vitesse d’extraction, par contre elle 

diminue lors d’une élévation de la température.  

L’ajout du co-solvant a été une étape cruciale dans les analyses chromatographiques 

des extraits afin d’identifier les flavonolignanes puisque l’extraction au CO2-SC n’a donné 

aucune détection de ces antioxydants et dans les mêmes conditions de température de de 

pression et avec ajout de co-solvant (éthanol) ces flavonolignanes sont identifiées par leurs 

spectres de fluorescence et par leurs temps de rétention.  

L’analyse chromatographique a permis d’identifier et de quantifier les flavonolignanes 

dans les extraits de graines obtenus par solvants organiques et par CO2-SC avec co-solvant. 

L’identification des 3 principales flavonolignanes par HPLC a été menée selon deux gradients 

proposés par Quaglia et al. ,(1998) et ce qui nous a permis de détecter la silychristine (tr = 

8.78 min), la silydianine  (tr = 9.60 min) et la silybine (tr = 12.25 min), aussi la taxifoline (tr = 

6,44min) qui est aussi un flavonoïde de la graine. La nécessité d’identifier la taxifoline dans 

l’extrait pur a été nécessaire dans les gradients et les conditions d’analyse chromatographique.  

L’étude quantitative  nous ont permis de mettre en évidence ces résultats : 

Pour l’extraction aux solvants organiques : 

 Le chloroforme a permis d’extraire le taux le plus élevé de silychristine 

(17.18mg/g). 

 L’hexane a permis d’extraire le taux le plus élevé de silydianine (20,03 mg/g) 

et de silybine (18,19 mg/g). 

Pour l’extraction par CO2-SC avec co-solvant : 

 La concentration la plus élevée est obtenue à une pression de  

 180 bar  pour la silychristine (32,36 mg/g)  

 220 bar  pour la silydianine (38,87 mg/g) 

 220 bar pour la silybine (45,91 mg/g) 
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 La concentration la plus élevée est obtenue à une température de 40°C 

 pour la silychristine (31,97mg/g)  

 pour la silydianine (38,87 mg/g) 

 pour la silybine (45,91mg/g) 

Les extraits huileux obtenus à 220 bar et à 40°C des graines de Silybum marianum 

sont riches en acides gras  dont les principaux sont : 

 Acide linoléique : oméga 6    65,22% 

 Acide oléique : oméga 9        27,01% 

 Acide palmitique                   12,12% 

L’outil analytique apporte les réponses nécessaires à l’exploitation des extraits dans 

différents domaines surtout cosmétique et pharmacologique mais des précisions reste nt à 

apporter et à compléter dans le but de valoriser cette plante en antioxydants.  

De ceci découle l’un des objectifs principaux de nos travaux qui consiste à tester 

biologiquement les extraits de graines obtenus et pour ceci on a : 

 Evalué l’activité antioxydante par deux tests : test DPPH et test ABTS ; ces deux 

tests sont complémentaires et ont permis de conclure que les deux tests affirme 

que l’extrait ayant un effet antioxydant le plus important est l’extrait obtenu par 

CO2-SC à 220 bar et à 40°C. 

 Testé l’extrait sur une lignée cellulaire cancéreuse du colon Caco-2. La 

silychristine, la silydianine et la silybine ainsi que l’extrait obtenu par CO2-SC 

avec co-solvant (éthanol) à 220 bar et à 40°C ont été testés en présence de cette 

lignée cancéreuse. Les résultats de ces expérimentations in vitro reflètent la 

concentration en flavonoïdes et l’activité antioxydante des extraits obtenus par 

CO2-SC et prouvent que l’extrait a une activité cytotoxique estimable équivalente 

et supérieure (dépendant de la concentration de la molécule et de l’extrait) à la 

silybine qui est un antioxydant ayant un pouvoir anticancéreux important par 

rapport à cette lignée et par rapport à de nombreuse autres lignées cancéreuses.  
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Ainsi nous pouvons résumer la nature des perspectives de recherche de la manière 

suivante : 

 Séparation des flavonolignanes sur le pilote d’extraction par CO2 supercritique 

par une meilleure utilisation des séparateurs.  

 Etude de la possibilité de couplage d’une chromatographie supercritique au 

pilote d’extraction supercritique (réalisation du montage) 

 Etude de l’activitié antioxydante par le test de FRAP (Ferric reducing abitity of 

plasma)  

 Etude des activités antibactérienne  et antifongique (par exemple : Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,  

Candida albicans, Aspergillus niger) des flavonolignanes extraits des graines 

de Silybum marianum. 

 Etude de l’activité antivirale et plus précisement celle contre le VIH 

 Etude de l’acitivité antitumorale des flavonolignanes sur les cellules 

cancéreuses hépatiques et rénales et autres… 
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ANNEXES 

Annexe 1 Cinétique d’extraction en fonction de la température  

 

Cinétique d’extraction à P=100 bar (avec co-solvant) 

 
Cinétique d’extraction à P=120 bar (avec co-solvant) 

 
Cinétique d’extraction à P=140 bar (avec co-solvant) 
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Cinétique d’extraction à P=160 bar (avec co-solvant) 

 
Cinétique d’extraction à P=180 bar (avec co-solvant) 

 
Cinétique d’extraction à P=220 bar (avec co-solvant) 
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Annexe 2 Cinétique d’extraction en fonction de la pression 

 
Cinétique d’extraction à T=40 °C (avec co-solvant) 

 
Cinétique d’extraction à T=50 °C (avec co-solvant) 

 
Cinétique d’extraction à T=60 °C (avec co-solvant) 
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Cinétique d’extraction à T=70 °C (avec co-solvant) 

 
Cinétique d’extraction à T=80 °C (avec co-solvant) 
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Annexe 3 Modèle avec extraction uniforme tout au long du lit  

(Reverchon et Sesti Osseo 1994 

Equations du modèle et solutions 

Avec les hypothèses du modèle, le bilan de matière à travers un élément de l’extracteur de 

longueur dz, se traduit par la relation suivante : 

 
En exprimant la vitesse de transfert en (kg/s), les auteurs proposent la relation suivante 

 
où U est la vitesse superficielle en (m/s) ; V le volume de l’extracteur en (m3) ; Cf et Cs les 

concentrations en phase fluide et solide respectivement en (kg/m3). En supposant un gradient 

de transfert linéaire, le bilan en phase solide s’écrit : 

 
où : Ap est la surface de la particule (m2) ; '  

k’S est le coefficient de transfert dans le solide (m/s) ; 

C* est la concentration à l’interface du solide (kg/m3). 

En supposant que l’extraction est uniforme tout au long du lit, le terme  désignant le 

gradient de concentration dans le lit, devient constant et l’équation 2 est alors réduite à une 

équation différentielle ordinaire (EDO) :  

 
En introduisant le débit volumique Qv, cette équation peut être écrite d’une manière plus 

simple : 

 

Equation 1 

Equation 2 

Equation 3 

Equation 4 

Equation 5 
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L’hypothèse d’une extraction uniforme est justifiée en considérant le lit d’extraction constitué 

de n étages théoriques. Ainsi pour chaque étage on peut écrire le bilan de la manière suivante : 

 
où : Cfn est la concentration dans la phase fluide du nème étage ; Csn est la concentration dans 

la phase solide du nème étage ; n est le nombre d’étage du lit.  

Les auteurs ont montré que la résolution du système pour n = 2 ne produit aucun changement 

sur la modélisation des résultats expérimentaux réalisée lors de l’extraction. 

Le terme    de l’équation 3 est constant et à une dimension de s-1, donc on peut le 

substituer par le temps caractéristique, 1/ti, où ti représente le temps de diffusion interne 

définit par Villermaux (1987). 
Le paramètre k'S ne représente que le transfert interne, et l’équation 3 est réécrite de la 

manière suivante : 

 
Les équations 5 et 6 ainsi écrites peuvent être résolues en introduisant la relation d’équilibre 

suivante: 

 
Les conditions initiales et au limites pour le modèle sont traduites par les expressions 

suivantes : 

 
Dans de telles conditions, le système d’équations 6 à 11 admet une solution analytique 

donnant le profil de concentration du soluté dans le solide.  

Equation 6 

Equation 7 

Equation 8 

Equation 11 

Equation 10 

Equation 9 
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Dans le cas général, il apparait d’après l’équation 12, que les paramètres du modèle sont kp et 

ti qui est lié à la diffusivité Di. Dans notre cas, on peut mettre en évidence que le terme kpti 

est plus important comparé au terme   ce qui aura pour conséquence d’obtenir un 

modèle à un seul paramètre. 
En effet, en introduisant le rendement normalisé YN(t), on obtient la relation : 

 
qui dans le cas où la diffusion interne est l’étape limitante du transfert, le terme kpti est plus  

important comparé au terme , de telle manière qu’il peut être négligé et l’équation 13 

est réécrite de la manière suivante : 

 
Villermaux (1987) a démontré l’équivalence entre le temps de diffusion interne ti (s) et le 

coefficient de diffusion Di (m2/s) pour différentes formes géométriques des particules. Il 

propose la relation suivante : 

 
Pour des particules sphériques de rayon « r », μ est égal à 3/5 et l = V p/ A p, l’équation 15 

devient : 

Equation 12 

Equation 13 

Equation 14 

Equation 15 
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Le paramètre du modèle, c'est-à-dire le coefficient de diffusion i D (tel que définit par 

l’équation 15 est ajusté en minimisant l’erreur relative moyenne sur les rendements 

expérimentaux et théoriques. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant. 

Tableau Coefficient de diffusion (Di) du modèle avec extraction uniforme. 

Co-solvant Sans co-solvant 

Pression (bar) 180 bar 220bar 

Température  

(°C) 
40 60 70 80 40 60 70 80 

Di x 1013 (m2/s) 1,13 7,53 1,34 4,10 3,05 2,048 9,75 1,50 

 

Les résultats montrent que le coefficient de diffusion Di augmente toujours avec la pression, 

par contre, l’effet de la température est différent selon la pression. L’ordre de grandeur de Di 

ainsi que sont évolution avec la pression et la température sont analogues à ceux de Dapp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Equation 16 
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Annexe 4 Courbe d’étalonnage des flavonolignanes (silychristine (SCN) ; silybine 

(SBN) ; silydianine (SDN)) 
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Annexe 5 Fiches techniques des flavonolignanes 

Fiche technique de la  silydianine (SDN) 
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Fiche technique de la  silychristine (SCN) 
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ChromaDex 
0°0 
00° 

~ setting THE standard 

Certificate of Analysis 

ANAL YTICAL CONDITIONS 

INSTRUMENT 

COLUMN 

MOBI~E PHASE 

COLUMN TEMP. 

FLOW RATE 

INJECTION VOL. 

INJECTION CONC. 

DETECTION 

AGILENT 1100 HPLC UV-VIS (DAO) DETECTOR (YOUNG). 

AGILENT 6510 aTOF (AVOGADRO) 

Phenomenex Luna C18(2) 150 x 2.00 mm, 5 ~m partiele size; SIN 412618-4 

A • 0.1 % Trifluoroacetic acid in Milli-Q water, B - Acetonitrite; 

Isocratic 5% B for 5 minutes, then increasing to 95% B over 20 minutes. Hold at 
95% B for 5 minutes. 

60 'C 

0.4 mUminute 

0.2 ~l 

0.9 mg/ml in melhanol 

205±4 nm 

HPLC CHROMATOGRAM OF SILYCHRISTIN (CDXA-11-0977) 

mAU 
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'00 
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400 

DAOl B. Sig-"205.8 Rof=6QO, 100 (B1811\B181 U)6 Dl 
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Fiche technique de la  silybine (SBN) 

 
 

ChromaDex 

PRODUCT Silybin (A and B) 

PART NUMBER 00019225 

STANDARD TYPE Primary (P) 

LOT NUMBER 00019225-755 

REPORT NUMBER CDXA-RSS-012-00 

CDXA NUMBER CDXA007-55E 

DATE OF SAMPLE 04/0112004 

DATE OF RE-EVALUATION 08/28/2008 

DATE OF REPORT 09/0212008 

NAME Silybin (A and B) 

0° 00° 
sett i ng THE standard 

Certificate of Analysis 
.9-

Structure 

w~ .& 00 #01-1 
SlIybln'" 

"" 0 

(XX OH 
~W~(X' 

l "" "" OH OH ---"" 0 

OTH ER NAME 3,5,7-T rihydroxy-2-(3-( 4-hydroxy-3-methoxyphenyl )-2-(hydroxymelhyl)-1,4-
benzodioxan-S-yl)-4-chromanone; Silibinin AB; SiUiver; Silybin; Silymarin 1 

CHEMICAL FORMULA A - CZ:JH2ZÛ,O; B - C2sH220 10 

MOLECULAR WEIGHT (MW) A - 482.44; B - 482.44 

PUBLISHED MELTING POINT 179-180·C 

CAS NUMBER [22888-70-6) & [142797-34-0) 

EINECS 245-302-5 

CHEMICAL FAMIL y Flavonoids 

RTECS DJ2981770 

ANAL YTICAL RESUL TS 

TEST METHOD SPECIFICATION RESULT 

Adiusled Puritv NA NA 97.1% 
HPLC CDXA-AM-067-00 NA A - 47.0%. B - 52.6% 
NMR NA Conforms Conforms 

Mass Spectrum Direct Infusion, ESt -) Conforms Conforms 

Residual Solvent CDXA-AM-001-00 NA 
Isopropyl aleohe1 1.3% 

Melhanol- 1.2% 
Water CDXA-AM-089-00 NA ND 

Appearance NA NA White Powder 

ADJUSTED PURITY: 97.1% 15 BASED ON (100% - 0.0% WATER - 2.5% SOLVENTS) X 99,6% HPLC 

STORAGE CONDITIONS 

STORAGE 

EXPIRATION DATE 

+4 ·C in a dry place. 

08/2013 under the above conditions. 

eChromaDex 

Brant 
Hoekstra 

Tel : 949, 419. 0288 [ www.chromadex.com [ Fax: 949, 419, 0294 
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0°0 
o ' ChromaDex ( setting THE standard 

Certificate of Analysis 

ANAL YTICAL CONDITIONS 

INSTRUMENT 

COLUMN 

MOBILE PHASE 

CO LU MN TEMP. 

FLOW RATE 

INJECTION VOL. 

INJECTION CONC. 

DETECTION 

AGILENT 1100 HPLC UV-VIS (DAO) DETECTQR (GAULEI), 

FINNIGAN LCQ-DECA (CURIE) 

Phenomenex Luna C18(2) 150 x 4.6 mm, 5 ~m particle size 

A - Water, B - Methanol; 

50% B increasing to 100% B over 10 minutes. 

30 ·C 

1.0 mUminute 

10 ~L 

0.5 mg/mL in methanol 

280 ± 4 nm 

HPLC CHROMATOGRAM OF SILYBIN (A AND BI (CDXA007-55EI 

, , 
1 
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l ' 1 
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Annexe 6 Composition en flavonolignanes en fonction des 

températures

 

Figure 1 Composition en flavonolignanes en fonction des températures à 100 bar 

 

Figure 2 Composition en flavonolignanes en fonction des températures à 120 bar 

 

Figure 3 Composition en flavonolignanes en fonction des températures à 140 bar 
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Figure 4 Composition en flavonolignanes en fonction des températures à 160 bar 

 

Figure 5 Composition en flavonolignanes en fonction des températures à 180 bar 

 

Figure 6 Composition en flavonolignanes en fonction des températures à 220 bar 
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Annexe 7  Evolution des spectres d’absorption UV-visible par la méthode DPPH 
(Les échantillons sont notés par ‘‘A’’) 
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Extraction, identifiaction et caractérisation des molécules bioactives de la 

graine et de l’huile de Silybum marianum.Etude de leurs activités 

antioxydante et antitumorale 
Résumé 

L’extraction par CO2 supercritique démontre les avantages d’un procédé de chimie verte en 

comparant ce procédé à la méthode d’extraction par solvant organiques et en tenant compte 

du degré de toxicité et de pollution du solvant. L’extraction par solvants organiques met en 

évidence l’influence du solvant d’extraction  alors que l’extraction par CO2-SC met en 

évidence l’influence de différents paramètres dont la pression, la température, le temps de 

contact entre la matrice végétale et le CO2-SC, le diamètre moyen des particules et l’ajout 

d’un co-solvant. L’analyse chromatographique a permis d’identifier et de quantifier les 

flavonolignanes (silychristine, silydianine, silybine, taxifoline) dans les extraits de graines 

obtenus par solvants organiques et par CO2-SC avec co-solvant. A 220 bar, les concentrations 

en   silydianine  (38,87 mg/g) et en silybine (45,91mg/g) sont les plus élevés et à 40°C les 

concentrations en silychristine (31,97mg/g), en silydianine (38,87 mg/g) et en silybine 

(45,91mg/g) sont les plus importantes. Les extraits huileux obtenus à 220 bar et à 40°C des 

graines de Silybum marianum sont riches en acides gras : acide linoléique (65,22%), acide 

oléique (27,01%), acide palmitique (12,12%). 

L’activité antioxydante a été évaluée par deux tests : test DPPH et test ABTS. Ces deux tests 

sont complémentaires et ont permis de conclure que l’extrait ayant un effet antioxydant le 

plus important est l’extrait obtenu par CO2-SC à 220 bar et à 40°C. 

L’activité biologique de cet extrait est mise en évidence par rapport à une lignée cellulaire 

cancéreuse du colon Caco-2. La silychristine, la silydianine et la silybine ainsi que l’extrait 

obtenu par CO2-SC avec co-solvant (éthanol) à 220 bar et à 40°C ont été testés vis à vis de 

cette lignée cancéreuse. Ces expérimentations in vitro reflètent une activité cytotoxique 

quantifiable et une mortalité cellulaire des Caco-2  des flavonolignanes allant jusqu’à 71%. 

Mots clés : Extraction, CO2 supercritique, flavonolignanes, acides gras, activité 

anticancéreuse, lignée cancéreuse du colon Caco-2. 
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Extraction, identification and characterization of bioactive molecules  

of Silybum marianum seed and oil. Study of their antioxidant and 

antitumoral activities 
Abstract 

 

The supercritical CO2 extraction demonstrates the benefits of green chemistry process 
comparing with the method of organic solvents extraction and depending to toxicity and 
pollution solvent degree. Organic solvents extraction shows the solvent extraction influence, 
so that the SC-CO2 extraction highlights different parameters including pressure, temperature, 
contact time between the plant matrix and CO2 SC, the average particle diameter and the 
addition of a cosolvent. Chromatographic analysis identified and quantified four 
flavonolignans (silychristin, silydianin, silybin, taxifolin) in seed extracts obtained by organic 
solvents and SC-CO2 with cosolvent.  

At 220 bar, silydianin (38.87 mg / g) and silybin (45.91 mg / g) have highest concentrations 
and at 40 ° C silychristin (31.97 mg / g), silydianin (38.87 mg / g) and silybin (45.91 mg / g) 
have the most important concentrations. The oily extracts obtained at 220 bar and 40 ° C of 
Silybum marianum seeds are rich in fatty acids: linoleic acid (65.22%), oleic acid (27.01%), 
palmitic acid (12.12%).  

The antioxidant activity measured by two tests: DPPH and ABTS test. These two tests are 
complementary and confirm that the extract with the higher antioxidant effect is the extract 
obtained by SC-CO2 at 220 bar and 40 ° C. The biological activity of this extract is 
demonstrated with respect to a colon cancer cell line Caco-2. Silychristin, silydianin and 
silybin and the extract obtained by CO2-SC with co-solvent (ethanol) at 220 bar and 40 ° C 
were tested with respect to this line cancer. These experiments in vitro cytotoxic activity 
reflect estimable and cell death of Caco-2 flavonolignans of up to 71%. 

Keys words: Extraction, supercritical CO2, flavonolignans, fatty acids, anticancer activity, 
colon cancer cell line Caco-2. 
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