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Introduction

Pendant des siécles, les gens ont utilisé des plantes pour guérir et prévenir les
maladies (Raskin et al., 2002). La plupart des plantes médicinales sont récoltées dans
la nature. La culture de ces plantes est nécessaire pour garantir leur disponibilité pour
Iindustrie, ainsi que pour les personnes associées aux systéemes de meédecine
traditionnels. En cultivant des herbes, des techniques traditionnelles et
biotechnologiques de sélection des plantes peuvent étre appliquées au niveau
génétique pour améliorer le rendement et I'uniformité, et pour modifier la puissance.
Les méthodes conventionnelles de sélection végetale peuvent améliorer les

caractéristiques tant agronomiques que médicinales (Canter et al., 2005).

Cette plante possede des propriétés biologiques tres intéressantes qui trouvent des
applications dans dévers domaine, a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et

agriculture. (Teixeira da Silva, 2004).

La région méditerranéenne, en dépit de sa localisation dans une zone tempérée loin
de la biodiversité des hotspots “points chauds”, posséde des zones biogéographiques
parmi les plus rares au monde et une biodiversite de premiére importance avec

beaucoup de plantes d’intérét thérapeutique (Myers,2000).

L’Algérie dispose d’une grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition
séculaire d’utilisation traditionnelle des plantes. On compte environ 3000 especes de

plantes dont 15% sont endémiques. (Quézel et Santa,1963).

La plante Silypbum marianum (chardon marie) est une plante médicinale algérienne
Cette derriére est une plante annuelle ou bisannuelle de la famille des Asteraceae,

endémique de la région méditerranéenne (Beniston et Beniston,1984).

En fait, la préparation d'une pate alimentaire artisanale connue sous le nom de
«Djben » par coagulation du lait a l'aide d'extraits de fleurs de S. marianum
reconstitue une technologie originale spécifique de certaines régions Algériennes. Or
cette pratique traditionnelle faisant partie du patrimoine culinaire du pays est en train
de se perdre et mériterait d'étre étudiée en vue d'une meilleure adaptation au marché et

au consommateur d’aujourd’hui

Pour développer ou optimiser les processus, de nombreuses entreprises utilisent des

approches statistiques, telles que la méthodologie de surface de réponse, dans leur

v
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département de recherche afin d'obtenir la meilleure combinaison de facteurs
(température, temps, ration) qui rendra la meilleure caractéristique d'un produit
(Nwabueze, 2010).

L’objectif de cette étude est d’optimiser les conditions de coagulation du lait (présure

végétale) avec une analyse physicochimique et sensoriel des produits optimisé.

. Dans ce contexte et notamment dans le cadre de notre recherche qui est 1’étude des
plantes médicinales, notre choix était basé sur la détermination de quelques propriétés
biologiques de la plante Silybum marianum et la collecte des informations sur la
richesse en principes actifs (flavonoides, tanins, protéine, poly-phénol.....), et pour
tester 1’activité antioxydante (DPPH, FRAP, TAC...) et I’activité coagulante.

Ce travail est scindé en deux parties :
La premiére partie consacrée a 1’étude bibliographique est divisé en deux chapitres :
1. Présentation et description botanique abordée de I’espece étudiée (S. marianum).

2. Généralité sur le lait et le fromage frais et la coagulation du lait a partir des fleurs

des S. marianum.
La deuxiéme partie est une étude expérimentale composée de 3 volets :
1. Dosage spectrophotométrique :
- Dosage de poly-phénol, flavonoides, protéine, tannin.
-Activité antioxydante (DPPH, FRAP, TCA).
2. I’optimisation par plans d’expériences.

3. Une conclusion synthétisera I’ensemble des résultats obtenus et évoquera les

limites et les perspectives notre travail.

v
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Chapitre 1 Généralité Chardon marie

1. Généralités

Silybum marianum L. Gaertner, également connu comme chardon-Marie, lait béni
chardon, chardon marial, chardon marie, ou chardon de sainte marie, est une plante annuelle
ou bisannuelle de la famille des Asteraceae. Originaire du sud de I'Europeet en Asie, mais
s’est répandu dans le monde entier. Chardon-Marie, dans sa forme native, est considéré
comme une mauvaise herbe. Pourtant, la plante présente de nombreux avantages pour la
sante, et c'est la raison pour laquelle, actuellement, le chardon-Marie est cultivé comme plante
médicinale. Cette plante est non seulement I'un des plus cultures médicinales importantes en
Europe, mais est également 1’une des cultures importantes Amérique du Nord (Karkanis et
al., 2011). Les produits dérivés de cette plante sont tres populaire; ils sont sécuritaires, bien
tolérés et ne causent pas d'effets secondaires (Csupor et al., 2016). Depuis quelques années,
les suppléments de chardon-Marie sont régulierement classés parmi les produits les plus
vendus, et cette tendance continuer car ses propriétés hépato-protectrices sont uniques (Smith
et al., 2015).

Figure 1. Silybum marianum (photo original)
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2. Systématique

Selon Deysson, 1979 ; Anonyme, 1984 ; Guignard, 1998 ; Spichigeret al, 2000, la

systématique du chardon-Marie est comme suit :

e Embranchement : Phanérogames.

e Sous—embranchement : Angiospermes.
e Classe : Magniolipsida.

e Ordre : Asternales.

e Famille : Asteraceae.

e Sous- famille : Tubuliflores.

e Genre : Silybum.

e Espece : Silybum marianum(L) Gaerthn

3. Nomenclatures

a. Nom vernaculaire francais : chardon marie, chardon argenté, chardon Notre-Dame ,

chardon marbré, épine blanche, lait de notre dame, Silybe de marie.

b. Nom vernaculaire arabe : chouk el djemel, Bou — Zeroual, Hacoub, lichlich, chouk.

c. Nom vernaculaire berbére : Ttaoura, Douj-n’ilour man.

4. Origine et habitat

Le chardon-Marie est originaire du Cachemire (Inde), de I'Europe méridionale, de la
Russie méridionale, de I'Afrique du Nord et de I'Asie mineure. Il a été introduit dans la
plupart des regions d'Europe, d’Amérique du Nord et du Sud et d'Australie méridionale et
cultivé principalement dans des sols rocheux secs de pays européens, Australie, Canada,

Chine, Amérique du Nord et du Sud comme plante médicinale.
En Algérie Silybum marianum est particulierement répandue dans les hauts plateaux, la

Steppe, le sud de 1I’Atlas saharien, les paturages sablonneux et les lieux un peu humides
(Quézel et Santa, 1963).
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En générale Silybum marianum habite dans champs, terrains incultes, décombres, bord des

routes, commun partout dans le Tell. (Beniston,1984).

Enative B alien [] intensive cultivation
—

Figure 2: Distribution de Silybum marianum dans le Méditerranéen et 1’Europe.
(Moayedi Esfahani et al., 2015)

5. Description Botanique de la plante

Plante généralement bisannuelle, a tiges non-ailées, atteignant environ 1.50m de haut.
Feuilles vertes tachées de blanc, les basales grandes, pétiolées, découpées en lobes a bordes
dans épineux, les supérieures réduites et embarrassantes, a bords moins découpés, mais tres

épineux

Fleurs toutes tubuleuses réunies en capitules terminaux, solitaires, dépassant souvent 6 cm de
diametre .Involucre a nombreuses bractées, dont la plupart sont pourvues d'une forte épine
atteignant jusqu'a 5 cm. Corolle dentée de couleur pourprée. 5 étamines formant un tube

autour du style. Fruits: akénes a aigrette. (Beniston,1984).

Les graines sont noires, luisantes plus ou moins marbrées de jaunes. (Abdelkader
Beloued,2003).

6. Description morphologique

a. Tiges

Le chardon-Marie a une tige de 40-200 cm de haut, glabre ou légerement duveteuse,

dressée et ramifiée (Montemurro et al., 2007) dans la partie supérieure de la plante.
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Figure3 : Tige de chardon Marie (photo originale)

b. Feuille

Les feuilles basales sont alternes, grandes et glabres avec des marges épineuses. Les
feuilles peuvent mesurer 50-60 cm de long et 20-30 cm de large. Les veines blanches comme
du lait constituent une caracteéristique distinctive du chardon-Marie (Gresta et al., 2007). Les

feuilles de la tige sont plus petites.

Figure4 : Feuille de chardon marie (photo originale)

c. Fleurs

Elles sont toutes tubuleuses réunies en capitules terminaux, solitaires, dépassant souvent
6cm de diamétre, dont la plupart sont pourvues d’une forte épine atteignant jusqu’a Scm et se
réfléchissant vers I’arriére (Guittonneau et Huon, 1983 ; Caremes, 1990).La corolle est

dentée de couleur pourprée, 5 étamines formant un tube autour du style (Guignard, 1998).
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Figure5 : Fleurs de chardon Marie A : fraiches B : séches
d. Racines

La plante est caractérisée par une racine pivotante, forte, longue, épaisse et fibreuse
(Sindel, 1991 ; Vincent, 1999-2000).

Figure6 : Racine de chardon marie (photo originale)

c. Graine

Les graines sont des akenes de 5-8 mm de long, avec un long Pappus blanc et une
couleur allant du noir au brun. Le poids de 1000 graines de chardon-Marie est de 28 a 30 g

(Andrzejewski et al., 2011). Chaque capitule produit environ 190 graines, avec une moyenne
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de 6350 graines par plante (Dodd, 1989). Dans le sol, les semences peuvent rester viables

jusqu'a neuf ans (Sindel, 1991). Les graines montrent peu ou pas de dormance.

Figure7 : Graines de chardon Marie : A: libres B : attachés
avec leurs aigrettes

7. Climat et sol

Le chardon-Marie est trés adaptable a de nombreuses conditions de croissance
(Andrzejewski et al., 2011) ont signalé que dans une région ou les précipitations totales
pendant la période de croissance du chardon-Marie étaient de 180 mm, les rendements en
graines de chardon-Marie variaient de 550 & 1680 kg ha* et les niveaux de silymarine de 13,3
a 35,4 kg ha™*. Les plantes de chardon-Marie développent un systéme racinaire fort et peuvent

donc étre cultivées dans des sols légers avec des déficits en eau périodiques.

Le chardon-Marie est cultivé avec succes sur différents types de sol, des sols sableux aux sols
argileux beaucoup plus lourds. Le chardon-Marie tolere une large gamme de pH, mais pousse
bien dans les sols de pH compris entre 5,5 et 7,6 (Andrzejewski et al., 2011; Haban et al.,
2009; Hadi et al., 2008) avec suffisamment de nutriments et salinité de 15 DS m™, et produit
des graines riches en principes actifs. Par conséquent, cultiver le chardon-Marie dans un sol
moins fertile et dans des conditions de salinité modérée pourrait étre important non seulement
pour servir de culture de couverture contre I'érosion du sol, mais également pour produire des

semences d'une plus grande valeur a des fins médicinales (Ghavani et Ramin, 2008).

8. Croissance du chardon-Marie

En tant que plante sauvage, le chardon-Marie est une plante herbacée annuelle a bisannuelle.
Plante (Gresta et al., 2007). En Méditerranée, ont signalé que I'émergence des plantes au
début hiver et forme de grandes rosettes a partir de 20 a 250 cm taille plus tard grandi. En
culture, le chardon-Marie est cultivé comme un annuel. Le chardon-Marie peut compléter un

cycle de vie annuel s'il peut germer t6t dans la saison de croissance. Le modéle de croissance
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de Silybum peut étre divisé en quatre étapes : germination, période de croissance, floraison et
la maturité de la graine. La premiére étape comprend la germination et établissement ; la
seconde, la croissance vegétative ; le troisieme, floraison, pollinisation et fertilisation ; et le

quatrieme, croissance et remplissage des graines.

La phase végétative peut étre divisée en deux étapes : la rosette stade et élongation de la tige.
La germination a lieu & la fin de I'automne et printemps ; la floraison se produit quand il regoit
un stimulus de basses températures. La plante produit alors des graines et meurt. Chardon-
Marie hiverne sous forme de rosette. Au stade de croissance de la rosette, le la tige reste
comprimée et proche de la surface du sol. Comme floraison est initiée, la tige s’allonge en
produisant une tige de fleur dressée. Les fleurs se forment d'avril @ mai. Les graines sont

mares en juillet. (Montemurro et al., 2007).

9. Les composants chimiques

Les effets thérapeutiques du chardon-Marie sont liés a la présence de groupe de
composés, classeés comme flavonolignanes, communément appelés silymarine. Le terme,
silymarine, a été introduit a l'origine par (Wagner et al., 1965) décrire le mélange contenant
quatre flavonolignanes: silybine, isosilybine, silychristine et silydianine. Plus tard, le mélange
a été résolu en isomere silychristine, silydianine et deux groupes de flavonolignanes dia stéréo
isomeres, silybine A et silybine B ainsi que et de I'isosilybine A et de l'isosilybine B (Kim et

al., 2003). Les isosilybines A et B sont des régi isomeres de silybine A et B, respectivement.

.
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Les structures chimiques de six composés sont illustrées a la figure :
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Figure 8: Structures des principaux constituants de la silymarine.

De nos jours, le terme silymarine est utilisé pour indiquer un extrait standardisé obtenu a

partir de graines de Silybum marianum. En général, I'extrait est normalisé a une concentration

de 70% e80% de flavonolignanes. Silybine A et B est son principal composant, qui comprend

50% e70% de silymarine. Graines matures de S. marianum ne contient pas moins de 1,5% a

2% de silymarine et 20% a 35% Les acides gras.

*Principaux composants des grains

*Flavonolignanes (1,5 a 3 %), dont le mélange, isolé en 1968 et baptisé « silymarine », est

essentiellement localisé dans la partie corticale. Les composants de la silymarine sont des

chromanones particulieres, qui résultent de la cycloaddition d’un alcool phénylpropanique sur

une 2-phényl-chromanones (2,3-dihydroflavo-nol = taxifoline). On distingue :

*silybine : constituant majoritaire, qui est un benzodioxane, mélange diastéréoisomérique

*silydianine :(oxatricyclodécene)

*silychristine et isosilychristine : a structure dihydrobenzofuranique ;

—Autres composés : presents dans la variété a fleurs blanches : des dérivés dépourvus de

I’hydroxyle en 3 : la silandrine (3-désoxyiso-silybine), la silymonine (3-desoxysilydianine).

*Flavonoides : quercetol, taxifoline, ériodyctiol, chrysoériol, naringine, kaempféroldihydro-

kaempférol, apigénol, naringétol ...

=
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*Dérivés phénoliques : 5,7-dihydroxychro-mones, alcool dihydrodiconiférylique.

*Huile grasse : (20 a 30 %), concentrée en acides gras insaturés : acides linoléique (60%)

oléigque (30 %) et palmitique (9 %).
*Tocophérol ou vitamine E (0,038 %).
«Stérols : cholestérol, stigmastérol, sitostérol...

*Divers composés : bétaine, tyramine, histamine, polyines, protéines et mucilages. (Carillon;
Charrié; Cieur; Saigne, 2017)




Chapitre 1 Les activites et I’effet de Chardon marie

10. Les activités de chardon Marie

a. Activité antioxydant

Il a été rapporté que la silymarine agissait comme un excellent antioxydant, piégeant les
radicaux libres (espéces réactives de l'oxygéne) et inhibant la peroxydation des lipides,
protégeant ainsi les cellules contre le stress oxydatif. Il augmente les systémes de défense
antioxydants non enzymatiques et enzymatiques des cellules impliquant une réduction du
glutathion, du superoxyde dismutase et de la catalase. 1l peut protéger le foie, le cerveau, le
cceur et d'autres organes vitaux contre les dommages oxydatifs en empéchant la peroxydation
des lipides et en reconstituant les niveaux réduits de glutathion. La silibinine présente des
propriétés protectrices de la membrane et peut protéger les constituants du sang contre les

dommages oxydatifs (Das et al., 2008; Kshirsagar et al., 2009).
b. Activité hépatoprotectrice

L'utilisation de graines de chardon-Marie comme agent de protection du foie remonte a
1AD. L'activité antioxydant est I'un des facteurs importants de I'népato-protection.

e Potentiel anti-hépatotoxique : La silymarine protége les cellules du foie contre
de nombreuses hépato-toxines chez I'homme et chez I'animal. Certains champignons
(par exemple, Amanita phalloides, le champignon de la coupelle mortelle et A.
virose) contiennent deux toxines, la phalloidien et I'a-amanitine, qui détruisent la
membrane cellulaire des hépatocytes et bloquent la synthése des protéines
hépatiques, entrainant de graves Iésions du foie et la mort.

La silymarine prévient efficacement ces deux effets en bloquant les sites de liaison de la
toxine et en augmentant la capacité de régénération des cellules du foie. La silibinine s'est
révélée étre une mesure efficace contre les dommages au foie si elle était administrée par voie
intraveineuse dans les 24 heures suivant l'ingestion de champignon. Dans une étude, 60
patients présentant une intoxication grave par Amanitia ont été traités avec des perfusions de
20 mg / kg de silibinine avec d'excellents résultats, ne montrant aucun décés chez les patients
traités. La silymarine est souvent utilisée comme traitement de soutien en cas d'intoxication

alimentaire due a des champignons (Desplaces et al., 1975; Vogel et al., 1984).

La silymarine offre également une protection du foie contre les Iésions hépatiques induites par

la tétracycline, la D-galactosamine et le thallium, ainsi que par 1’estolate d’érythromycine,

-
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I’amitryptiline, la nortryptiline et I’hydroperoxyde de tert-butyle des hépatocytes néonatals. I
réduit les dommages au foie dus & un traitement prolongé a la phénothiazine ou au
bytyrophénone. La silibinine inhibe de maniére significative 1’atteinte hépatique induite par la
concanavaline A. Il fournit également une héparoprotection contre les intoxications par la
phalloidien, I'nalothane, le thioacétamide, I'acétaminophene et le tétrachlorure de carbone, et
protege le foie contre les lésions ischémiques, la surcharge en fer et les radiations
(DerMarderosian, 2001; Kshirsagar et al., 2009).

La silymarine est utilisée pour le traitement de plusieurs maladies du foie caractérisées par
une nécrose dégénérative et une déficience fonctionnelle, y compris des troubles chroniques
du foie. La Commission allemande E approuve l'utilisation de la silymarine dans le traitement
des maladies du foie, y compris I'hépatite A, la cirrhose alcoolique et I'hépatite d'origine

chimique (Barceloux, 2008).

e Maladie alcoolique du foie / cirrhose : Le métabolisme de I'éthanol implique la
formation de radicaux libres, entrainant un stress oxydatif dans le foie. La silymarine
s'oppose avec succes a la cirrhose alcoolique, ses mécanismes antioxydants et
hépatoprotecteurs rétablissant les parametres biochimiques normaux du foie. La
silymarine améliore également la cytolyse chez les patients atteints de cirrhose en
activité. Cependant, l'utilisation de la silymarine est déconseillée dans la cirrhose

décompensée (Ferenci et al., 1989).

e L’hépatite : Chez les patients atteints d'hépatite virale aigué, la silymarine
raccourcit la durée du traitement et montre une amélioration des taux sériques de
bilirubine et de foie sérique. Les valeurs biochimiques sont rétablies plus rapidement
a la normale chez les patients traités par la silymarine. Dans le traitement de
I'népatite chronique active, le traitement a la silymarine améliore les tests de la
fonction hépatique. Une amélioration histologique est observée chez les patients
atteints d'hépatite chronique traités avec la silymarine .Elle provogue une rémission
stable de I'népatite alcoolique, normalisant les parameétres biochimiques du foie
(Magliulo et al., 1978).

e Fibrose hépatique : La fibrose hépatique peut entrainer un remodelage de
I'architecture hépatique, entrainant une insuffisance hépatique, une hypotension
portale et une encéphalopathie hépatique. La conversion de cellules étoilées

hépatiques en myofibroblastes est considéree comme un évenement central de la

.
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fibrogenése. Le traitement a la silymarine inhibe nettement ce processus chez les
patients atteints de fibrose hépatique et présente un potentiel antifibrotique
(Kshirsagar et al., 2009).

e Reégénération des tissus du foie : La silymarine stimule la régénération du tissu
hépatique en augmentant la synthese des protéines dans le foie lésé. Dans des
expériences in vivo et in vitro meneées sur des rats dont une partie de I'organe (le foie)
a été prélevee, la silibinine entraine une augmentation significative de la formation
de ribosomes et de la synthese de I'ADN, ainsi qu'une augmentation de la synthése
des protéines. Fait intéressant, I'augmentation de la synthése des protéines est induite
par la silibinine uniqguement dans les foies blessés et non dans les foies en bonne
santé (Kshirsagar et al., 2009).

c. Activité anti-inflammatoire

Les graines de chardon-Marie et son extrait actif, la silymarine, ont des effets anti-
inflammatoires et anti-arthritiques en raison d'excellentes propriétés anti-oxydantes, des
radicaux libres épurateurs agissant en tant qu'agents pro-inflammatoires. La silymarine s'est
avérée plus efficace dans les cas d'arthrite en développement que dans l'arthrite développée.
La silymarine et la silibinine entravent le processus inflammatoire en inhibant la migration
des neutrophiles et I'inhibition des cellules de Kupffer. Ils inhibent également la formation de
médiateurs inflammatoires, en particulier de prostaglandines et de leucotriénes (en inhibant la
voie de la 5-lipoxigénase) et de la libération d'histamine par les basophiles. Par conséquent,
les graines de chardon-Marie peuvent posséder des activités antiallergiques et
antiasthmatiques (Fiebrich et Koch, 1979; Dixit et al., 2009).

d. Activité immun-modulatrice :

L’activité immunomodulatrice de la silymarine chez les patients atteints d’une maladie
du foie peut également étre impliquée dans son action hépatoprotectrice. Il a été démontre que
la silymarine protége les rongeurs expérimentaux de I’immunosuppression induite par les
rayons ultraviolets (Meeran et al., 2006). La silibinine inhibe I'activation des LT humains et
des leucocytes polymorphonucléaires humains. La silymarine inhibe de maniere significative
les médiateurs inflammatoires, I'expression des molécules du complexe d'histocompatibilité et
les lésions des cellules nerveuses. L'administration a long terme améliore I'immunité en

augmentant le nombre de LT et d'interleukines et en réduisant tous les types

.



Chapitre 1 Les activites et I’effet de Chardon marie

d'immunoglobulines. La silymarine pourrait étre utile dans le développement d'un adjuvant
thérapeutique dans lequel I'immunosuppression est requise, y compris les maladies auto-

immunes et infectieuses (DerMarderosian, 2001; Das et al., 2008).
e. Activité antifibrotique

La capacité de la silymarine a bloquer la fibrose hépatique a été démontrée pour la
premiére fois dans une étude chez le rat soumis & une occlusion compléte des canaux
biliaires.19 Cette action a ensuite été démontrée dans une étiquette ouverte, étude non
contr6lée de 998 patients présentant une maladie du foie due a divers facteurs, notamment:
abus d’alcool, hépatite B ou C chronique active, drogues et exposition a des produits
chimiques.20 Utilisation de 140mg de silymarine (équivalent a environ 60 mg de silibinine)
trois fois par jour pendant trois mois ont conduit a une réduction significative du peptide pro-
collagene Il amino-terminal (PIINP), un marqueur de fibrose. Chez 19% des patients, cette

mesure était revenue a la normale attendue pour une personne en bonne santé.
f. Activité anticancéreuse :

La silymarine et ses composés isolés montrent in vitro et in vivo une action large sur la
prévention et la progression de divers cancers. En plus de leurs propriétés antioxydants et
anti-inflammatoires, leur action est médiée par des mécanismes interférant avec les processus
de signalisation, prolifération, apoptose, transition épithéliale amésenchymale, invasion,

métastase ou angiogénese et, peut-étre en partie, par modulation du systeme immunitaire.
*Potentialisation de la cytotoxicité de certains traitements anticancéreux

La silymarine et des composés isolés augmentent I’efficacité de certains traitements
anticancéreux en potentialisant leur cytotoxicité tout en réduisant simultanément, parfois, leur
toxicite sur les tissus sains. Des études réalisés in vitro sur différent types cellulaires montrent
une synergie de la silymarine avec divers anticancéreux (témozolide, étoposide, irinotécan
dans le gliome, doxorubicine dans le cancer du sein).On constate également un effet
synergique additif au niveau de la réponse de cellules cancéreuses de vessie en associant la
silybine a une thérapie photo dynamique. Par ailleurs, la silybine peut se révéler active sur des
cellules cancéreuses résistantes a certains traitements in vivo, comme & I’erlotinib dans le
Cancer du poumon non a petites cellules .Dans le cadre d’une approche holistique, en

complément d’une prise en charge anticancéreuse, ’utilisation du Chardon-Marie est
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reconnue parmi les plantes les plus bénefiques, notamment selon la liste du (Clinical practice
committee of the society ofintegrativencology) (Carillon; Charrié; Cieur; Saigne-Soulard,
2017).

11. Les Effets
a. Effet neuroprotecteur

La silymarine s'est avérée utile dans la prévention et le traitement des processus
neurodégeénératifs et neurotoxiques en raison de ses effets antioxydants. La silymarine peut
protéger efficacement les neurones dopaminergiques contre la neurotoxicité induite par les

lipopoly saccharides dans le cerveau (Wang et al., 2002).
b. Effet cardioprotecteur

Pendant le traitement du cancer, l'utilisation de certains agents chimio- thérapeutiques
tels que la doxorubicine est limitée par la cardiotoxicité, connue pour étre induite par le stress
oxydatif et I'induction de I'apoptose. La silibinine a des propriétés cardioprotectrices du fait de

ses actions antioxydants et protectrices de la membrane (Chlopeikova et al., 2004).

c. Effet biliaire

La silymarine subit une circulation entérohépatique excessive, ce qui permet une boucle
continue entre l'intestin et le foie. Il empéche la perturbation de la sécrétion de bile,
augmentant ainsi la bile sécrétion et I'excrétion de cholate et de bilirubine (DerMarderosian,
2001).

d. Effet antiviral

Bien que la silymarine n’affecte pas la réplication virale, elle joue un rdle bénéfique
dans le traitement de 1’hépatite virale. Par son action inhibitrice sur les processus
inflammatoires et cytotoxiques induits par le virus infection. La silibinine inhibe fortement la
croissance des deux virus HepG2 (virus de I'hépatite B négatif; p53 intactes) et les cellules
Hep3B (virus de I'hépatite B positif; p53 mdri), avec relativement plus de Graines de chardon-
Marie en bonne santé cytotoxicit¢ dans les cellules Hep3B, associée a 1’induction de
I’apoptose. Silymarine aussi a montré une activité¢ inhibitrice contre d'autres virus dans

différentes lignées cellulaires (Das et al., 2008).

.
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e. Effets antitumoraux et anticarcinogénes

La silymarine inhibe significativement la croissance tumorale et provoque également la
régression des tumeurs établies. Il est associé a une efficacité in vitro antiproliférative, pro-
apoptopique et anti-angiogénique chez tumeurs de la prostate. Silymarine pendant la phase de
promotion de la 4-nitroquinoléine-1-oxyde induite la tumorigenese de rat exerce une activité
chimio-préventive contre les cellules épidermoides de la langue carcinome. Les effets
chimiopréventifs et anti-cancérigenes du cancer de la silymarine sur le long terme modéles de
tumorigenese chez 1’animal et dans les cellules de carcinome de la prostate, du sein et du col
utérin humaines également rapporté. Le traitement par la silibinine entraine une inhibition
hautement significative des deux cellules croissance et synthése de I'ADN, avec perte de
viabilité cellulaire dans le cas de cellules de carcinome cervical (Das et al., 2008; Dixit et al.,
2009).

Il est bien démontré que I'immunosuppression induite par la lumiére ultraviolette et le stress
oxydatif jouent un réle important dans I'induction des cancers de la peau. Administration
topique ou alimentaire de la silymarine a la peau de souris empéche la photo carcinogenese en
induisant significativement I'apoptose, et augmentation de I'activité de la catalase et induction
de la cyclo-oxygénase et de I'ornithine décarboxylase activité. Des résultats similaires sont
également obtenus dans d'autres cancers de la peau induits par la chimie des modeles.
Prévention de I’'immunosuppression et du stress oxydatif induits par la lumiere ultraviolette
par la silymarine peut étre associée a la prévention de la photo carcinogenése (Katiyar et al.,
1997). La silibinine induit de maniére significative une inhibition de la croissance, un arrét du
cycle cellulaire modéré et une forte mort cellulaire apoptotique dans les cellules de carcinome
du poumon humain a petites cellules et non a petites cellules. Silibinine inhibe la croissance
des cellules cancéreuses de la prostate humaine in vitro et in vivo. Silymarine et silibinine ont
de puissants effets anti-angiogenese sur la lignée cellulaire du cancer du cblon et sont
efficaces contre la carcinogenése vesicale induite par un produit chimique chez la souris et le

carcinome hépatocellulaire chez le rat (Das et al., 2008).
f. Effet préventif protecteur

L’effet préventif protecteur de la silymarine vis-a-vis de I’induction tumorale a été mis
en évidence dans le cancer de la peau provoqué par des radiations UV ou chimiquement

induit. L’application locale de silybine montre un effet préventif sur la formation de tumeurs
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cutanées induites chimiguement chez la souris, grace a la stimulation des mécanismes cyto-
protecteurs endogeénes, suppression du stress oxydatif et dérégulation de ’activation de
médiateurs pro-inflammatoire et de la carcinogenése. On observe également un effet préventif
vis-a-vis d’une tumeur de la prostate chimiquement induite. L’effet antiprolifératif de la
silymarine observé in vitro sur de nombreux types cellulaires humains(prostate, sein, ovaire,
poumon, peau, cOlon, foie, rein...) se traduit par une perte de la viabilité cellulaire, une
inhibition de la croissance des cellules tumorales par inhibition de voies de signalisation
(Notch, Wnt/LRP6...) impliquées dans les processus d’autophagie et d’apoptose, la
prévention de 1’apparition de métastases .Administrées in vivo par voie orale chez I’animal sur
différents modéles de cancers (sein, colorectal, mélanome, prostate...), la silymarine ou la
silybine reproduisent ces effets avec une réduction du volume des tumeurs, une diminution de
I’expression de bio-marqueurs de prolifération ou d’angiogenése tumorale, parfois une
prolongation de la sur vie. La silymarine interfere avec 1’expression de régulateurs du cycle
cellulaire et de protéine impliquée dans I’autophagie ou I’apoptose et intervient donc dans la
modulation de 1’équilibre entre survie et mort cellulaire. Au niveau moléculaire, différents

mécanismes pro-apoptotique sont été mis en évidence:

— Mort cellulaire par autophagie via un dysfonctionnement mitochondrial ROS-dépendant
(Réduction du potentiel de membrane) et libération de cytochrome C.

— Déplétion en ATP liée a la stimulation de I’expression d’une protéine pro-apoptotique
(cellules de cancer du sein MCF7).

— Suppression de I’activation des facteurs de transcription NF-xB, AP-1 et STAT3 (silybine et
dérivé 2,3-déhydrosilybine sur cellules tumorales baso-cellulaires murines ou mélanomes) Par
inhibition de I’activité kinase de (MEK)-1/2et RSK-2 et blocage des voies de signalisation
Médiées par ces kinases.

— Augmentation du taux de protéines pro-apoptotiques (Bax), activation des caspases 9 et 3
(pro-apoptotiques) et diminution des taux de protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xl) in
Vitro dans des cellules de cancer de 1’ovaire, de mélanome humain, ou du pharynx.

— Sur cellules Hep-2 de cancer laryngé, la silybine induit 1’apoptose via une réaction de stress
oxydatif (production de radicaux libres oxygénés dans les cellules) et par régulation négative

de I’expression de survivine. (Carillon; Charrié; Cieur; Saigne-Soulard, 2017)

.
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g. Effet secondaires, contre-indications, toxicité

1. Toxicité : aucune toxicité aigué, subaigué ou chronique connue (méme apres

administration de 20 g/kg de silymarine per os chez la souris).
Le Chardon-Marie est considéré comme non toxique aux doses généralement préconisées.

Pour rappel, la silymarine est prioritairement excrétée par la bile sous forme de sulfo- et glu-
curoconjugués (20 a 40 % en 24 heures) et par le rein (3 & 7 %) sans aucune accumulation.

2. Effets secondaires et contre-indications selon I’approche clinique intégrative :
» Effets secondaires
*Rares troubles gastro-intestinaux légers : nausées, diarrhées légeres et passageres.

*Possible réaction d’hypersensibilité chez les sujets allergiques aux Astéracées, cedéme,

prurit.

» Contre-indications

«La plante est contre-indiquée chez les sujets allergiques aux Astéracées.
*On ne doit pas I'utiliser en phase aigu€ de migration d’un calcul biliaire

(Carillon; Charrié; Cieur; Saigne-Soulard, 2017)
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Chapitre 2 generalités sur le lait et le fromage

I. Le lait
1.1 Définitions

Le lait est un liquide opaque blanc mat, plus ou moins jaunatre selon la teneur de la
matiére grasse en B caroténes. Il a une odeur peu marquée, mais caractéristique. Son goft,
variable selon les especes animales, est agréable et douceétre.

En 1909, le lait destiné a D’alimentation humaine a été défini par le Congrés
International de la Répression des Fraudes, comme étant le produit intégral de la traite totale
et ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. 11 doit étre

recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum. (Goursaud, 1985)

La réglementation européenne réserve la dénomination "lait" exclusivement au produit
de la sécrétion mammaire normale, obtenu par une ou plusieurs traites, sans aucune addition
ou soustraction. S’ils ne proviennent pas de I’espece bovine, 1’origine du lait et des produits
laitiers doit étre spécifiée : lait/fromage de chevre, lait/fromage de brebis. (David et Forte,
1998)

1.2 Composition du lait

La composition du lait est caractérisée par une grande complexité dans la nature et la
forme de ses composants ; ceux-ci sont particulierement adaptés aux besoins nutritionnels et
aux possibilités digestives du jeune animal qui y trouve tous les éléments nécessaires a sa
croissance (Cayot et Lorient, 1998).

Les principales compositions du lait sont : Les lipides (triglycérides), les protéines
(caséines, albumines, globulines), les glucides essentiellement le lactose, les sels (sels d’acide
phosphorique, sels d’acide chlorhydrique, etc. ....) (Larpent, 1997).Et il contient également
des anticorps, des hormones et peut parfois contenir des résidus d’antibiotiques (Vilain,
2010).

Tableau 1 : Composition globale du lait de vache (Vignola, 2002)

Constituants Majeurs Variation limites (0/0) Valeurs moyennes (0/0)
Eau 85.5-89.5 87.6
Matieres grasses 24-55 3.7
Protides 29-5.0 3.2
Glucides 3.6-55 4.6
Minéraux 0.7-0.9 0.8

Constituants mineurs Vitamines, enzymes, Cellules diverses, gaz
Pigments
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D’autre constituants sont présents mais en quantit¢é minime. Cependant, certains d’entre
eux, du fait de leur activité biologique, revétent une grande importance. Ce sont :
* Les enzymes : peroxydase, catalase, phosphatase.
* Les vitamines : facteurs A, D, C, B1, B2, B6, B12.. .etc.
* Les nucléotides
* Les 1écithines : phosphate, lipide
* Les ¢léments cellulaires : cellules épithéliales, leucocytes...etc.
Outre, ces constituants, le lait renferme aussi des micro-organismes en quantité variable
suivant 1’état de santé de la femelle laitiére, de 1’hygiéne de la traite et des manipulations

diverses subies par le fermier (Alais, 1984)
I.1.1 Caractéristiques physico-chimiques du lait :

Le lait est un liquide blanc mat, Iégerement visqueux, dont la composition et les
caractéristiques physico-chimiques varient sensiblement selon les espéces animales, et méme
selon les races (Rahali et Ménard, 1991 ; Soryal et al., 2004).

Tableau?2 : Caractéristiques physicochimiques du lait de vache (FAO, 1998).

Constantes Moyennes Valeurs extrémes
Energie (Keal/Litre) (MJ/Litre) o 287818
2930 2454-3662
Densité du lait entier a 20c® 1.031 1.028-1.033
Densité du lait écrémé - 1.036
Densité du la matiére grasse - 0.954-0.96
PHa20c® 6.6 6.6-6.8
Acidite titrable (Dornic) 16 15-17
Point de congélation (c°) (-0.520)-(-0.550)
Viscosité du lait entier a 20c °(centipoises) 2.2 -
Viscosité du lait entier a 25°c (centipoises) 1.8 1.6-2.1
Viscosité du lait écrémé a 20°c (centipoises) 1.9 -
Point d’ébullition - 100.17-100.15
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Il. Le fromage
1.1 Définition

La dénomination « fromage » est réservee au produit fermenté ou non, affiné ou non,
obtenu a partir de maticres d’origine exclusivement laitiére, utilisées seules ou en mélange, et
coagulées en totalité ou en partie avant égouttage ou ¢élimination partielle de 1’eau (décret
n°88-1206 du 30/12/1988).

Un fromage est un aliment obtenu a partir de lait coagulé ou de Produits laitiers comme
la créeme puis d’un égouttage suivi ou non de fermentation et éventuellement d’affinage
(fromage affinés).IL est fabriqué a partir de lait de vache principalement mais aussi de brebis,
de chévre ou de bufflonne. Le lait est acidifié, généralement a 1’aide d’une culture
bactérienne, une enzyme, la présure, ou un substitut comme acide acétique ou du vinaigre est
ensuite adjointe afin de provoquer la coagulation et former le lait caillé et le petit- lait.
Certains fromages comportent de moisissure soit sur la croute externe, soit a 1’intérieur, soit

sur la croute et a I’intérieur (Majdi, 2009).
11.1.1 Le fromage frais

Le fromage frais est un fromage a pate molle non affiné qui posséde un goQt crémeux
ou acide peu prononcé, issu d’une culture a base d’acide lactique et de bactéries spécifiques.

Le fromage frais est facile a tartiner et 8 mélanger a d’autres aliments (Vignola, 2002).
11.1.1.1 Classification du fromage frais

Les fromages frais présentent une grande diversité selon le degré d’égouttage du
coagulum et la teneur en matiere grasse du lait mis en ceuvre.

D’apres Schaw. (1986) les fromages frais sont caractérisés par :

un caillé non pressé et une teneur élevée en eau ;

une faible sensation acide ;

une durée de conservation courte ;

un produit a consommer sans période de maturation (Mahaut et al., 2000).

Selon le mode d’égouttage il existe deux catégories de fromages frais :

e Les fromages blancs moulés en faisselle ou fromage type « compagne » : issus d’un
égouttage lent. lls se caractérisent par une texture hétérogéne en morceaux et ils sont

généralement moulés a la louche.
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e Les fromages blancs battus : issus d’un égouttage rapide, ils présentent une texture lisse et
onctueuse, ils peuvent étre additionnés de sucre, de sel, de fruits, d’épices ou d’herbes
aromatiques (Poillot, 2010). Ils subissent des cisaillements mécaniques qui homogénéisent la
pate, ce qui a pour effet de rendre la texture plus lisse, tels que le fromage blanc, les petits
suisses, et le demi-sel (Goudédranche et Camier-Ca, 2001).

11.L1.1.2 Généralités sur la fabrication du fromage frais
Les étapes de la fabrication du fromage frais sont :
1. Préparation du lait avant la fabrication du fromage

Le lait est refroidi dés la traite dans des cuves réfrigérées. Généralement, les traites de2
a 3jours y sont accumulées et conservées a 3-4 °C.
Pour préparer le lait sur les plans microbiologique et physicochimique, plusieurs opérations
sont effectuées (Sindic et al., 2006).

1.1. Filtration et refroidissement du lait a la réception

La filtration du lait s’effectue au moyen des filtres qui permettent de retenir les
impuretés du lait (Dossou et al., 2006).
Le lait subit ensuite un refroidissement a environ 4°C, cette opération a pour but de conserver
la qualité du lait et de ralentir la prolifération des especes bactériennes présentes,
essentiellement la flore mésophile lactique, responsable de ’acidification du lait et la flore
pathogéne (Goudédranche et Camier-Ca, 2001).
Apreés le refroidissement, le lait est stocké au maximum pendant 18 a 24h a 4°C a 1’usine pour

empécher sa détérioration hygiénique et nutritionnelle.
1.2. Le chauffage du lait

En fabrication fromagére, le lait subit une thermisation a une température de 60 a65°C,
au moyen d’un échangeur a plaques, dans le but de réduire le nombre des germes totaux

(Vignola, 2002).
1.3. Standardisation et écrémage

En industrie laitiere, la standardisation consiste a produire le lait avec une teneur en

matiere grasse définie. L opération se fait en deux étapes, dans la premiere, il y’a séparation
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de la créme et du lait écrémé par une centrifugeuse a disque (écrémeuse). La force centrifuge
permet, en méme temps, la clarification du lait. Il y’aura ainsi un circuit lait écrémé et un

circuit creme qui vont étre mélangés ensemble a nouveau (Vignola, 2002).
1.4. Pasteurisation du lait

Le lait standardisé en matiere grasse subit un traitement thermique intense a 95 °C
pendant 1 & 5 min a I’aide des pasteurisateurs a plaques, afin d’améliorer la qualité
technologique du produit fini par destruction des germes hétéro fermentaires indésirables

ainsi que la qualité hygiénique par élimination des pathogénes (Mahaut et al., 2000).
2. Technologie de fabrication
2.1. Coagulation

La coagulation est a dominance acide, elle est obtenue en induisant une forte
acidification grace a un ensemencement par des bactéries lactiques dont la prolifération est
favorisée en ajustant la température a 1’optimum de développement (18 a 28°C) et en
prolongeant le temps d’incubation. Dans le méme but une enzyme coagulante (la présure) est
ajoutée, mais son role est limité en raison de la faible concentration utilisée (1 a 5 ml/ 100 | de
lait) et de la température peu favorable a son utilisation (Eck et Gillis, 2006). Une quantité de
chlorure de calcium en solution est ensuite ajoutée, afin de réduire le temps de floculation et
d’accroitre la fermeté du coagulum. Le coagulum est ensuite brass¢ dans la cuve de
maturation (Goudedranche et Camier-Ca, 2001).

Durant la coagulation, le pH influence sur le temps de floculation et la fermeté du gel.
Lorsque le pH est abaissé au-dessous du pH du lait, le temps de floculation devient plus court
et le gel plus ferme. En revanche a pH >7, I’enzyme coagulante sera inactivée, il n’y a plus de

coagulation (Eck et Gillis, 2006).
2.2. Traitement thermique

Le coagulum subit un traitement thermique a 55°C. Ce traitement a pour but de

favoriser les réactions dans le coagulum et de favoriser I’expulsion du sérum.
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2.3. L’égouttage

L’égouttage est la séparation du caillé du lactosérum. En industrie laitiére, il se fait par
centrifugation, dont le principe repose sur la différence de densité entre le lactoserum et le

caillé maigre (Goudédranche et Camier-Ca, 2001).
2.4. Refroidissement

Le caillé maigre obtenu est collecté dans une gouttiére, il est pompé vers un
refroidisseur ou sa température est abaissée de 28 °C a 4 °C, il peut étre conditionné
directement ou étre enrichi en matiéres grasses au niveau d’un mélangeur de créme

pasteurisée (Eck et gillis, 2006).
2.5. Traitement de la creme fraiche

La creme fraiche séparée du lait écrémé est pasteurisée a 90°C pendant 10 sec dans une
changeur a plaques, elle va étre ensuite additionnée au caillé maigre (Goudédranche et
Camier-Ca, 2001).

2.6. Conditionnement

L’emballage est nécessaire pour protéger le fromage contre la contamination par des
microorganismes et de la mauvaise odeur de I’environnement. Il a pour role aussi d’éviter la
perte d’humidité.

Le conditionnement et 1’emballage sont réalisés sur des lignes industrielles classiques afin

d’éviter les chocs thermiques (Jeantet et al., 2008).

11.1..2 Transformation du lait en fromage

La transformation du lait en fromage se fait, généralement, en quatre étapes principales :
la coagulation, I'égouttage, le salage et I'affinage. Selon le lait initial et les parameétres
technologiques mis en ceuvre au niveau de ces étapes, une grande variété de fromages peut
étre obtenue (Agioux, 2003).

e La coagulation : modification physico- chimique entrainant la formation d'un gel sous
I'action d'acide lactique et/ou enzymes.
e [’égouttage : séparation d'une partie de lactosérum conduit & I'obtention du caille.

e Le salage : incorporation du sel.
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e [L’affinage : transformation biochimique du caillé sous l'action des enzymes (Brule et
coll, 1997).
11.1..2.1 La coagulation du lait

La coagulation du lait constitue une forme ancestrale de conservation des protéines, de
la matiére grasse ainsi que d’une partic du calcium et du phosphore, dont les qualités
nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par ’homme dans presque toutes les
régions du globe (Abiazar, 2007), en industrie fromagére, le procédé choisi pour la
coagulation a un large effet sur la texture du produit fini (Herbert et al., 1999).

a) La coagulation enzymatique du lait

La coagulation enzymatique est assurée par un grand nombre d’enzymes protéolytiques,
d’origine animale, végétale ou microbienne, ayant la propriété de coaguler le lait. Il faut aussi
tenir compte de leur grande activité protéolytique non spécifique supplémentaire qui leur
permet d’hydrolyser les caséines a et 3 avec libération de peptides (Mietton, 1995).

Si cette hydrolyse est trop élevée, il peut en résulter une baisse du rendement fromager, une
texture molle et I’apparition de golts anormaux. La présure est une enzyme protéolytique
provenant de la caillette du veau non sevré. Cette enzyme correspond a deux fractions actives:
I’une mineure (20 %), constituée par la pepsine ; I’autre majeure (80 %), est représentée par la
chymosine qui est le coagulant le plus utilisé (Eck, 1997). En pratique, la coagulation du lait
peut se caractériser par trois parametres : le temps de floculation, la vitesse de
raffermissement et la fermeté maximale du gel (Cayot et al., 1998). Plusieurs facteurs
peuvent les influencer. Le temps de 4prise est inversement proportionnel a la concentration
d’enzyme utilisée Par contre. Si on ajoute plus de présure au lait de fromagerie, le taux de
raffermissement et la fermeté du gel augmentent. La température influe aussi sur la
coagulation. En effet, au-dessous de 10°C, la gélification ne se produit pas ; entre 10 et 20°C,
la coagulation est lente ; entre 30 et 42°C, elle est progressive et au-dessus de 42°C elle
diminue, pour disparaitre a 55°C (Daviau et al., 2000). Le pH, lorsqu’il descend au-dessous
du pH du lait, le temps de prise est plus court, le taux de raffermissement augmente et le gel
devient plus ferme et atteint 8 un maximum entre 5,8 et 6,0. En revanche, a des pH supérieurs

a7,0, il n’y aplus de coagulation.
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b) La coagulation par les extraits de plantes

La coagulation du lait peut venir de pratiques que I’on retrouve dans le monde entier,
par I’emploi, non pas d’acide lactique ou d’enzymes animales, mais d’extraits végétaux
(Froc, 2001). Il existe, dans divers pays, des plantes susceptibles de fournir des enzymes
ayant la propriété de coaguler le lait, D’une fagon générale, ces diverses préparations
végetales ont donné des résultats assez décevants en fromagerie car elles possédent le plus
souvent une activité protéolytique trés élevee et produisent des fromages amers (Lo Piero et
al., 2002).
En Algérie I'utilisation des fleurs du chardon, de I’extrait de I’artichaut, des graines de
citrouille, ou de la seve du figuier sont des pratiques connues pour la production du Jben
traditionnel (Mouzali et al., 2006).

c) Lacoagulation par la présure

La présure (mélange de chymosine et de pepsine) est un extrait liquide ou pateux
provenant de la macération des caillettes des jeunes ruminants dans une saumure a 10% de
NaCl. La chymosine est la principale enzyme de coagulation du lait présenté dans la présure.
C’est une protéase acide, secrétée sous forme de pro enzyme inactive appelée pro chymosine.
L’activation de la pro enzyme en chymosine se fait spontanément dans la caillette aux pH
inferieurs a 5,0 par hydrolyse de I’extrémité N-terminale de la molécule (Mahaut et al.,
2000). La coagulation, provoquée par une enzyme, la présure, résulte d’un processus en trois
phases Une phase primaire ou enzymatique au cours de laquelle la caséine k est hydrolysée
specifiquement (liaison phénylalanine méthionine (PHE105-MET106) pour former la par a
caséine et le caséine macro peptide (CMP) constitué de 65 acides aminés. Une phase
secondaire pendant laquelle les micelles de caséine, dont la charge est modifiée apres
hydrolyse de la caséine k, s’agrégent pour former le gel appelé caillé. Une fois le gel obtenu,
la coagulation se poursuit en une phase tertiaire d’organisation et de réticulation du gel
mettant en jeu les liaisons intermoléculaires, dénommée phase de durcissement en fromagerie
(Ikonen, 2000).

11.1.2.2.Egouttage

L’égouttage est un phénoméne dynamique qui se caractérise par la quantité de
lactosérum élimineé durant le temps. En effet, il fixe les caractéristiques physiques (pH...) et

chimique du caillé et par conséquent I’affinage du fromage (Weber, 1997).
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Le processus d’égouttage est lié a des facteurs directs correspondant a des traitements de
types mécanique et thermique, des facteurs indirects (acidification et coagulation
enzymatique) et des facteurs liés a la matiére premiere (richesse en caséine laitiere, en

protéines solubles et en matiére grasse) (Ramet, 1987 et 1997).
11.1..2.3 Salage

L'incorporation de chlorure de sodium dans le fromage a trois roles majeurs (Gelais et
al., 2002) :
- Le drainage de la phase aqueuse libre du caillé et la formation de la crodte,
- L'action directe ou par (activité de I'eau) sur le développement des micro-organismes et
I'activité des enzymes et, donc, sur la phase d'affinage.
- Action sur les micro-organismes directement en fonction de leur halo tolérance (résistance
au sel),
Le Salage est réalisé, essentiellement avec du chlorure de sodium, selon deux méthodes :
- Salage a sec par saupoudrage superficiel, frottage ou incorporation dans la masse du caillé,
- Salage en saumure par immersion dans une solution de chlorure de sodium saturée.
La différence de concentration entre la phase aqueuse du fromage et la saumure provoque une
diffusion du sel dans la pate et une migration inverse de la phase aqueuse vers la saumure
(Payne et Morison, 1999., Simal et al., 2001). En fin de salage, le sel se trouve concentré
dans les couches superficielles du fromage et migre jusqu'au cceur du fromage (en raison d'un
gradient de concentration) pendant I'affinage.
Les cinétiques de transfert du sel au moment du saumurage sont dépendantes de la
perméabilité, du rapport surface/volume et du pH du caillé, et également de la température, du
pH, et de l'agitation de la saumure (Mahaut et al., 2000).
Le salage représente une étape importante non seulement pour la formation de la crolte et le
godt salé des fromages affinés, mais aussi parce qu'il conditionne la phase d'affinage en
intervenant sur l'activité de l'eau des fromages qui régit les développements microbiens et

enzymatiques, principaux agents de I'affinage (Riahi., 2006).
11.L1.2.4 Affinage

L’affinage résulte de 1’action des enzymes prévenant du développement des quatre
groupes des microorganismes suivants (Amiot et al., 2002)

e Les moisissures de genre penicillium (croute fleurie et pate persillé)
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e Les bactéries aérobies de genre brevibacterium associées a des levures ou a des

moisissures (croute lavée)

e Les bactéries productives des gaz du genre propioni bacterium (affinage dans la

masse avec ouvertures)

e Les bactéries lactiques
Sa durée peut aller de quelques jours pour les fromages affinés a pate molle jusqu’au quelques
années pour autres fromage tel que le « wheel of Parmigiano-Reggiano » (Katz et Weaver.,
2003).
Les enzymes responsables de la transformation ont trois origines : celles présentes
naturellement dans le lait, les agents coagulants ajoutés et celles des différents micro-
organismes bactériens, levures et moisissures (Goudédranche et al., 1999).
Le lactose est hydrolysé sous I’action de nombreux micro-organismes. La molécule, apres
pénétration dans la cellule du microorganisme est transformée en glucose et galactose puis
dégradée par de nombreuses voies métaboliques.
La matiére grasse subit également des transformations sous 1’action des lipases d’origine
naturelle du lait ou microbiennes.
Les protéines subissent une série de transformations qui font apparaitre des fractions
peptidiques de masse moléculaire de moins en moins élevée, des acides aminés libres et des
composés résultant du catabolisme de ces derniers. Ces transformations participent a la

formation de la texture et de I’ardme du fromage.
I11. Caractéristiques des fromages

Les caractéristiques sensorielles des fromages sont une préoccupation importante des
filieres.
La qualité sensorielle des fromages varie en fonction de la technologie de fabrication et des
caractéristiques chimiques et microbiologiques de la matiére premiére mise en ceuvre. Ces
dernieres dependent elles-mémes de nombreux facteurs d’origine génétique, physiologique,
alimentaire etc. Par exemple les vaches de race normande, Brune, ou Montbéliarde produisent
un lait plus riche en protéines et de meilleure aptitude fromagére que celui de vaches Holstein
conduites dans les mémes conditions (Froc et al., 1988; Mistry et al., 2002). Le gel obtenu
aprés adjonction de présure est plus ferme et les rendements fromagers sont plus élevés.
L’essentiel de cet effet est lié d’une part aux différences de teneurs en caséines des laits d’une

race a I’autre et d’autre partiaux variations du polymorphisme génétique des lacto-protéines et
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en particulier a la fréquence du variant B de la caséine «. En effet, il est maintenant bien établi
que les variantes de cette caseine, dont la fréquence différe fortement d’une race a I’autre,
influencent I’aptitude a la coagulation des laits (Grosclaude, 1988; Macheboeuf et al.,
1993).

IV. Situation de lafiliere lait en Algérie

Le développement du secteur agricole et agroalimentaire constitue un enjeu majeur pour
I’Algérie sur le plan économique, politique et social. Le chiffre d’affaires réalisé par
I’industrie agroalimentaire représente 40% du total du chiffre d’affaires des industries
algériennes hors hydrocarbures (Kaci et Sassi, 2007). Alors comme c¢’est considéré comme la
source principale des protéines animales, le lait reste un aliment stratégique en Algérie, mais
vue la progression démographique et le taux d’urbanisation, 1’Algérie reste encore loin de
garantir une couverture satisfaisante par la production nationale. En effet, I’industrie laiti¢re
fonctionne essentiellement sur la base de poudre de lait et de MGLA (Anonyme 1)

L’ Algérie est le premier consommateur laitier du Maghreb. Chaque année, elle importe 60%
de sa consommation de lait en poudre des pays de I’Union européenne, notamment de la
Pologne et la France mais aussi de la Belgique. La suppression progressive entre 2004 et 2008
des restitutions communautaires sur les produits laitiers a entrainé une importante hausse des
prix dans ces trois pays, ralentissant logiqguement leurs exportations vers 1’ Algérie (Anonyme
1, 2016). Selon le Centre national de I'informatique et des statistiques des douanes (CNIS), La
facture d'importation de lait (y compris les matiéres premieres : lait en poudre, cremes de lait
et matiéres grasses laitiéres) a reculé a 399,71millions de dollars (USD) durant les cing
premiers mois de 2016, contre 519,04 millions USD a la méme période de 2015, soit une
baisse de 23% (Anonyme 2, 2015).

D’autre part, I’ Algérie est devenue en 2010 le deuxieme marché étranger pour les fromages
irlandais. C’est ce qu’indique I’Irish Dairy Board (I’office irlandais du lait), qui exporte des
produits laitiers en Algérie depuis quinze ans. Effectivement, les Algériens sont de plus en
plus friands de fromage. 1ls consomment surtout du fromage fondu en portion

(60 % de la consommation totale de fromage dans le pays). Aujourd’hui, les fromages
fabriqués en Algérie restent peu nombreux. Il s’agit essentiellement du camembert et autres
pates pressées, des fromages frais et des fromages fondu (Anonyme 3, 2011).

Afin de réduire les importations du lait et de promouvoir la filiére lait, de nouvelles mesures

ont été décidées par le gouvernement en faveur des éleveurs et des opérateurs de ce secteur en
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augmentant la subvention du lait cru et en encourageant I'investissement, avec l'objectif de

baisser les importations de la poudre de lait de 50% a I'horizon 2019 (Anonyme2, 2015).
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Figure 9 : Schéma présente les différentes étapes de préparation des produits laitiers

traditionnels Algériens (Bendimerad, 2013).
V. Les fromages traditionnels les plus connus en Algérie
V.1. Lben et produits a base du Lben

La préparation du Lben débute par la coagulation en Rayeb (pendant 24h a 72h selon la
saison), le Rayeb peut étre consommé tel qu’il est ou subit un barattage et un écrémage dans
une peau de chevre ou de brebis Chekouaou Kerbaen égypt.la peau de 1’animal non fondue
est tannée puis confectionnée sous forme de sac imperméable par nouaison des différentes
ouvertures , ’ouverture du cou de I’animal constituera le col ou la bouche de la Chekoua

(Aissaoui et al., 2006; Benkerroum et Tammime, 2004).

L’écrémage est réalisé généralement le matin ; le Chekoua est remplie & moitie de Rayeb puis
tendue par gonflement. Ensuite, la Chekoua est bien nouée et secouée vigoureusement durant

une demi-heure. La formation des globules gras (beurre) est jugée par le changement du son
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qui se produit a I’intérieur de la Chekoua, pour aider 1’agglomération des particules du beurre,
Leau est habituellement ajouté, chaude ou froide en fonction de la température du lait. Le
beurre frais est retiré manuellement en une seule motte appelée Zebda, Zebda baladiou
semnah dans autres pays Le petit lait restant selon ce procédé est appelé LBEN le méme
produit est fabriqué dans autres pays est connu sous le nom de leben ou Lben (pays du nord
d’Afrique et Laban (moyen orient) (Benkerroum et Tammime, 2004).

Actuellement le barattage traditionnel est remplacé par 1’utilisation des mixeurs électriques
équipé par des agitateurs et des moteurs, ils prennent 1’avantage de la réduction de ’activité
physique lors du barattage ainsi la facilité du nettoiement.

Pendant le stockage et apres 2a 3 jours, Lben s’altére et son acidité augmente, pour éviter sa
perte ; le produit est chauffé jusqu'au la séparation du lactosérum, la phase aqueuse est
séparée et le coagulum sépare, est appelé Klila qui est consommé comme un fromage frais, ou
utilisé comme un ingrédient dans les préparations culinaire aprés découpage et séchage,
I’égouttage du sérum diminue 1’acidité, et le traitement thermique favorise la sécurité
microbiologique du produit.

Le beurre frais est obtenu aprés le barattage du lait fermenté Rayeb, occasionnellement une
quantité d’eau tiede (40-50°C) est ajoutée (environ 10%), a la fin du barattage pour favoriser
I’agglomération des globules gras et ’augmentation du rendement en Zebda, lors du barattage
mécanisé les globules gras se flottent sur la surface du Lben et séparées par une cuillere
perforées, le beurre frais obtenu a une forte odeur de diacetyl , est possede une consistance
molle a cause de la forte teneur en eau comprend au beurre obtenue par le procédés
industrielle (23 vs 169/100g) ( Tantaoui ELaraki et ELmarakchi, 1987) , I’excés du beurre
produit est transformé en beurre rancie (Smen) pour la préservation, le beurre frais est lavée
dans une eau tiéde, puis cette eau est remplacée par une saumure, ’opération est répétée
jusqu’a I’obtention d’une eau clair ce qui indique que le beure est dépourvu du Lben résiduel,

le beurre apres est salé (8-10g/100g) puis conditionne.
V.2. Jben

C’est un fromage frais, traditionnel dans le Nord algérien. Cette dénomination regroupe
des trajectoires technologiques tres différentes, aboutissant a des produits aux caractéristiques
trés variées. Nous n’avons pas trouve de publication portant sur la caractérisation du Jben
algérien. Traditionnellement, il y a une étape d’acidification spontanée, a température

ambiante, pendant 24 h a 72 h selon la température, comme celle conduisant au Rayeb,

&
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comme le montre la figure 35. Traditionnellement, le fromage Jben est fabriqué avec du lait
cru de brebis ou de chevre, acidifié spontanément et coagulé par des enzymes coagulantes
d’origine végétale issues des fleurs de cardon (Cynaracardunculus L), d’une plante épineuse
sauvage (Cynara humilis) ou d’artichaut (Cynarascolymus), ou du latex de figuier
(Ficuscarica) ou des graines de citrouille. Les fleurs entieres sont mises a macérer dans le lait.
Le végétal est utilisé pour accélérer la coagulation et pour donner un certain goQt au fromage.
La variété végeétale utilisée varie d’une région a I’autre ; elle donne un godt et une texture
appréciés par les gens de la région concernée Le caillé est ensuite egoutté et salé ou non.
Comme décrit au Maroc par (Benkerroum et Tamine, 2004), le Jben peut aussi étre
artisanalement fabriqué sans coagulation du lait cru par voie enzymatique ; dans ce cas, le lait
cru est seulement coagulé par 1’acidification spontanée, puis le caillé est égoutté pendant 2
a3jours pour obtenir la consistance désirée. Des additifs peuvent étre ajoutés apres égouttage
et salage (ail, persil, poivre,). Le fromage obtenu correspond dans d’autres pays arabes au

fromage nommé Jibneh Beida (Agioux , 2003).
V.3. Klila

La Klila est préparée a partir du Lben chauffé sur feu doux pendant 12 minutes environ
pour favoriser la séparation du caillé et du lactosérum et accélérer le processus d'égouttage.
Le lait caillé est égoutté dans un tissu fin. La klila peut étre consommée a I'état frais ou
additionnée a certains plats traditionnels apres avoir été coupé en petits cubes et séchés au
soleil (Touati., 1990).

V.4. Bouhezza

Ce type de fromage est répandu dans le territoire de I'Aures (zone Chaouia). Il est
fabriqué a partir de lait de chévre, de vache ou de brebis baratté et écrémé (Iben) (Touati,
1990 et Hallal, 2001). Le salage, I'égouttage et l'affinage sont réalisés simultanément dans
une outre perméable (Chekoua) avec incorporation de poudre du piment rouge, la fabrication
de bouhezza dure plusieurs semaines a plusieurs mois, il a un goGt acidulé fort caractérisé au
fromage (Zaidi, 2002).

Autres préparations
V.5. Ighounane :

Fromage fabriqué en kabylie a partir du colostrum, la préparation se fait dans un

ustensile en terre cuite enduit d’huile d’olive dans lequel sera versée une petite quantité
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d’eaux salée puis le lait qui sera chauffé et coagulé. Le caillé formé sera découpé et prét a étre

consommer (Agroligne, 2001).
V.6. Takammart :

Fromage du Hoggar, sa fabrication se fait par introduction d’un morceau de la caillette
de jeunes chevreaux dans le lait, apres quelques heures le caillé est retiré a 1’aide d’une louche
et déposé en petits tas sur une natte, il sera ensuite pétri pour évacuer le serum puis déposé
natte faite de tige de fenouillet qui donne de I’aréme, les nattes sont ensuite exposées au soleil

durant deux jours puis placé a I’ombre jusqu'au durcissement du fromage (Agroligne, 2001).
V.7. Aghoughlou

Fromage fabriqué en Kabylie, il est obtenu a partir de lait frais de vache ou de chéevre
coagulé par la séve du figuier. Le coagulum ainsi formé est découpé puis mis dans un tissu fin

pour compléter 1’égouttage (Mahamedi, 2015).
V.8. Mechouna

La Mechouna est un fromage traditionnel algérien largement consommé dans la région
de Tebessa, fabriqué par I’ajout du Lben ou Rayeb salé au lait cru de vache ou de chévre en
ébullition. Elle peut étre considérée comme un fromage frais a pate molle, avec un extrait sec
de 41+1, et un pH de 5,85+0,15. La Mechouna est consommé avec du pain et de la galette, ou
bien avec du couscous et des pates alimentaires (macaroni, spaghetti, ...). Dans le but
d’améliorer sa qualité organoleptique, ce fromage peut étre additionné de plusieurs épices
selon le choix des consommateurs ; dans cet état la Mechouna est dénommé Chnina
(Lemouchi, 2007 ; Derouiche et Zidoun, 2015).

V.9. Aoules

Aoules est un fromage traditionnel algérien, sec, typique (87% a 92% de matiere
seche), obtenu par le chauffage modéré du Lben écréme issu de lait de chévre coagulé
spontanément. Le chauffage est fait dans un récipient en argile jusqu’a la précipitation des
caséines. Le précipité est tendu dans un panier de paille et le caillé est malaxé en petite
quantité a la fois pour donner la forme d'un petit cylindre plat (2 cm d’épaisseur, 6 a 8 cm de
diamétre). Le fromage est ensuite seché au soleil, broyeé et peut étre mélangé avec de la pate

des dattes ou avec les boissons (Benkerroum, 2013).
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I. 1. Matériel végétal

Le matériel végétal consiste des fleurs de Chardon-Marie (Silybum marianum).
Récoltée dans la région de Baghai, W. Khenchela au mois d’Avril 2019. Les fleurs sont
séchées a I’étuve a 30°C pendant deux jours. Les fleurs séches sont ensuite broyées a 1’aide
d’un broyeur pour avoir une poudre fine. La poudre et conservée au froid (4°C) a I’abri de la
lumiére jusqu’a I’utilisation.

I. 2. Extraction des coagulants végétaux

I. 2. 1. Extraction par macération

10 g de poudre des fleurs de S. marianum ont été mise a macérés dans 150 ml de solvant
(Eau et éthanol absolu) sous agitation a température ambiante pendant une nuit (Isbilir et al.,
2012)

Les extraits ont été ensuite filtrés sur un papier filtre et les résidus sont ensuite évaporé
a sec sous pression réduite a 40°C au Rota-vapeur. Le résidu sec pesé est conservé a 4°C.

» Calcul du rendement

Le pourcentage en extrait bruts sec méthanolique a été calculé par la formule suivante :
m
R(%) = —x 100
mg

Ou :
R (%) : Rendement extraction d’exprimé en % ;
m: Masse en grammes de I’extrait sec résultant ;
mo : Masse en grammes du matériel végétal a traiter.
1.2.2. Extraction par le trichlorure d’acide acétique (TCA)

1g des fleurs de S. marianum est mélangé avec 10 ml de TCA (20%) et broyé en
utilisant un mortier, le tout est centrifugé a 5000 rpm pendant 10 minutes. Le culot est
additionné de 10 ml de mélange éther de pétrole/chloroforme (V/V). Le mélange est subit une
deuxiéme centrifugation a 5000 rpm/10min. Le culot obtenu est ajouté de 10 ml de NaOH

(0,IN). L’échantillon est bien homogénéisé est conservé a 4°C jusqu’a utilisation ultérieure

(Bradford, 1976).
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1.3. Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits des fleurs été déterminée par la méthode
colorimétrique en utilisant le Folin Ciocalteu (Singleton et Ross ,1965).

Un volume de 200 ul chaque extrait de fleurs (2mg/ml) sont mélangés avec 1 ml de
Folin Ciocalteu (1/10) et 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5 %). Le mélange est agité
et laissé a reposer pendant 30 min a température ambiante. Ensuite, I’absorbance est mesurée

a 765 nm. Un témoin est préparé dans les mémes conditions.

Les teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en milligramme

(mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) du poids de la matiére séche (mg EAG/ g
MS).

1.4. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par (Zhishen et al., 1999).

500 ul de chaque extrait (2mg/ml) sont ajoutée a 1500 ul de I’eau distillée. Ensuite, 150
ul de nitrite de sodium (5 %) est ajouté au mélange. Aprés 5 min, 150 pl de trichlorure
d’aluminium (10 %) est rajouté et une incuber a température ambiante de 6 min. Enfin 500
ul d’hydroxyde de sodium (1M) sont additionné. Immédiatement, le mélange est
complétement agité et 1’absorbance est mesurée a 510 nm. La teneur en flavonoides
totaux des extraits des fruits est exprimée en milligramme (mg) équivalent de quercétine

par gramme (g) du poids de la matiere seche (EC)/g).

1.5. Dosage des tannins condenseés

La méthode de vanilline en milieu acide a été utilisé pour estimer la teneur en

tannins condensés des extraits des fleurs de S. marianum (Julkunen-Titto, 1985).

Un volume de 50 ul de chaque extrait (2mg/ml) est ajouté a 1500 ul de la solution
vanilline/méthanol (4 %, m/v), puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 750 ul de 1’acide
chlorhydrique concentré sont additionné et laissé réagir a température ambiante pendant 20
min. L'absorbance est mesurée a 550 nm. La concentration des tannins est estimée en
milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme (g) du poids de la matiére seche

(EC)/g) a partir de la courbe d’étalonnage.
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1.6. Etude de ’activité enzymatique coagulante

L’activité coagulante de chaque extrait des fleurs de S. marianum (aqueux, éthanolique,
TCA) a été étudiee en mesurant deux parameétre a savoir : la force coagulante et le rendement
de coagulation.

Pour se faire le lait de vache frais est additionné de 600 mg de chaque extrait. La
coagulation est réalisée pendant 2 a 3 heurs. Le gel est subit un égouttage durant la nuit.

Le rendement de coagulation est déterminé en gramme de coagulat par litre de lait.
1.6.1. Détermination de force coagulante

La force coagulante est le nombre de volumes de lait coagulé par un volume de présure. a été

déterminée par la formule :

_2400*V
T Txvp

F : force de présure.

V : volume de lait en ml.

v : volume de présure en ml.

T : temps de floculation (coagulation) en secondes.

On a mis 250ml de lait dans un bécher puis le plonger dans un étuve a 50°C On a ajouté
Iml de I’extrait aqueux et déclenché le chronométre On a maintenu le bécher dans 1’étuve,
I'incliner et lui faire effectuer une Iégere rotation de facon a ce qu'il y ait un film de lait sur les
parois du flacon. Lorsqu'un début de floculation apparait, on a arrété le chronomeétre. On a

refait la méme chose avec les deux extraits (ethanolique et TCA).
1.7. Etude des aptitudes antioxydante
1.7.1. Etude de P’activité antioxydant totale

L’activité antioxydante totale (TAC) a été déterminée par la méthode de (Prieto et al.,
1999). 0.3 ml de chaque extrait de différentes concentrations (0,1- 0,8 mg/ml) est mélangé
avec 3 ml de la solution réactif (1ml acide sulfurique 0,6M , 1ml phosphate de sodium

28mM et 1ml molybdate d’ammonium 4mM). Le mélange est incubé a 95°C pendant 90
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min. Aprés refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm. La capacité
antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme

de la matiére séche (mg EAA/ g MS) a partir d’une courbe d’étalonnage.
1.7.2. Etude de ’activité anti radicalaire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
(Benhammou et al., 2007). La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,5 mg de
DPPH dans 100ml du méthanol.

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1,950
ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025 g/l) fraichement préparée. Apres incubation
a D’obscurité pendant 30min et a température ambiante, la lecture des absorbances est

effectuée a 517 nm.

Pour le calcul des pourcentages d’inhibitions, nous avons utilis¢ la formule suivante :

A
AAR% =—-—"T x 100
Ac

Ou:
AAR%: Pourcentage de 1’activité anti-radicalaire
Ac : Absorbance du contréle

At : Absorbance du test effectué

Les concentrations effectrices 50 (EC50) sont déterminées graphiquement par les régressions

linéaires des graphes A=f(C).

1.7.3. Etude de P’activité réductrice

Le pouvoir réducteur ou FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) a été
déterminé suivant la méthode préconisée par (Oyaizu ,1986). 1 ml de chaque extrait (0,1-
0,8 mg/ml) est melangé avec 2,5 ml du tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6) et 2,5 ml de
solution de ferricyanure de potassium 1%. Les melanges sont incubés a 50°C pendant
30 min. Apres, 2,5 ml de l’acide trichloracétique (10%) est additionné.  Le tout est

centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. 2,5 ml du surnageant de chaque
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concentration est mélangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de chlorure de fer (0,1%).

L’absorbance est mesurée a 700 nm.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme contrdle positif dans cette expérience dans les

mémes conditions opeératoires.

Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la
majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions
des différentes concentrations utilisées pour chaque extrait. L’augmentation de

I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.
1.8. Optimisation de I’extraction des enzymes coagulantes

Le plan de surface de réponse Box-Behnken a été utilisé pour optimiser les conditions

d’extraction des enzymes coagulantes du lait a partir des fleurs de S. marianum.

La conception de la matrice nous a donné 15 essais d’extraction a réaliser. Chaque

extrait est étudié pour son pouvoir coagulant, activité antioxydante et la teneur en protéine.

L’influence de la température, le temps et le rapport solide/liquide sur 1’extraction ont
été étudié par la régression linéaire. Le tableau 3 résume les facteurs étudiés et leurs niveaux

testés.

Tableau 3 : Les variables explicatives et leurs niveaux

Variable -1 | +1
Température °C (X1) 20 | 60
Temps min (X2) 20 | 180
Rapport S/L ml/g (Xs) 10 | 20

Apres 1’étude des surfaces de réponses les valeurs optimales pour chaque variables ont

été utilisées pour valider le model.
1.9. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été analysé en utilisant le logiciel Statistique 8.0 (Copyright ©
2007 State Soft Inc. USA). La régression linéaire du modele et la représentation
tridimensionnelle des surfaces de réponse ont été réalisé par le logiciel IMP® 13.2.0 (Copy
Right © 2016 SAS Institute Inc., USA).
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I. Dosage spectrophotométrique
I.1.Dosage des composés phénoliques

I.1.1.Dosage des poly phénols totaux

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=ax+b) réalisé par une solution étalon (I’acide gallique) a différentes
concentrations des extraits de la plante Silypbum marianum (la fleure), selon la méthode Folin-
Ciocalteu.

La teneur en poly phénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalents d’acide
gallique par gramme d’extrait (mg EAG/mg d’extrait).

Les résultats obtenus exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait aqueux

et ethanolique sont mentionnés dans la figure 10 :
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Figure 10 : Teneurs en phénols totaux des extraits de fleure de S. marianum.

D’apreés la figure la teneur en poly-phénol est plus importante dans 1’extrait aqueux.

L’étude réalisée par Jamei et Donia Anvari, 2018 montre que pour 15 g de poudre de
la plante avec 100 ml de 1'éthanol absolu, I’extrait éthanolique des fleurs de Silybum

marianum contient un taux de poly-phénols égale a 2.29+0.09 (mg EAG / 100 g d'extrait)

En comparaison avec nos résultats, la teneur des poly-phénols totaux d’extrait
éthanolique est supérieure a celle mentionnée par Jamei et Donia Anvari, 2018, 29.66 (mg
EAG/g d’extrait)
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Dans d'autre part Les résultats de Syed Muhammad Mukarram Shah et al, 2011
montre que pour 10g de poudre de la plante du chardon marie ajouter a 200mL d’eau distillé
pendant 12h (Evans, 2000 ; Harborne, 1973 ; Sofowara, 1993) I’extrait aqueux contient un
taux de poly-phénols égale a 0.4130(%)

1.1.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique de trichlorure
aluminium AICI3. La quercétine considérée comme standard a permis de réaliser une

courbe d’étalonnage.

La teneur en flavonoides de 1’extrait éthanolique et de 1’extrait aqueux de la plante est
exprimée en mg équivalent de quercétine(EC) par (g) de matiére seche.
A partir de la courbe d’étalonnage, les résultats de la teneur en flavonoides de la partie des

fleurs du Silybum marianum sont présentés dans la figure 11 :
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Figure 11 : Teneurs en Flavonoides des extraits des fleurs de S. marianum.

A partir de résultat qui observé dans la figure 11, la teneur en Flavonoides est plus

importante dans 1’extrait aqueux.

Les résultats de Jamei et Donia Anvari, 2018 ont révele un taux de flavonoides dans
I’extrait éthanolique des fleurs de Silybum marianum est égale a 0.91+0.03 (mg EAG/100 g

d'extrait).
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En comparaison avec nos résultats, la teneur en flavonoides totaux d’extrait éthanolique

est inférieure a celle mentionnée par Jamei et Donia Anvari, 2018, 0.11 (mg EC/g d’extrait).

Et d'une d'autre part notre résultats de teneur en flavonoides totale d’extrait aqueux et

inférieure aussi a celle de Jamei et Donia Anvari, 2018, 0.41 (mg EC/g d’extrait).

Mais les résultats de Syed Muhammad Mukarram Shah et al, 2011montre que pour
10 g de plante ajouté au méthanol (80%), 1’extrait méthanolique des fleurs de la plante donne

un taux de flavonoides égale a 21(%).
1.1.3. Dosage des tannins condensés

Le dosage des tannins condensés a été utilisé la méthode a vanilline en milieu acide, en

fonction d’une courbe d’étalonnage lin€aire (y=ax+b) réalisé par une solution étalon.

La concentration des tannins est exprimée en milligramme d’équivalents de catéchine
par gramme d’extrait (mg EC/mg d’extrait).
A partir de la courbe d’étalonnage, les résultats de la concentration des tannins condensés sont

présentés dans la figure :
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Figure 12 : Teneurs en tannin des extraits des fleurs de S. marianum.

D’prés la figure 12 la teneur en tannin est plus importante dans 1’extrait éthanolique.

Les résultats obtenus par Syed Muhammad Mukarram Shah et al, 2011 donne un
taux de tannin égale a 0.6930(%).
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1.1.4. Dosage des protéines

Le taux des protéines des trois extraits de la plante S. marianum a été déterminé par
méthode de Bradford (1976), les résultats sont mentionnés dans la figure 13 :
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Figure 13 : Teneur moyenne en protéine de I’extrait des fleurs de S. marianum.

D’apreés les résultats illustrés dans la figure 13, la teneur la plus bas est enregistré dans
I’extrait aqueux et les deux extraits de TCA et de I’éthanolique sont égaux, donc la teneur en

protéine est plus importante dans 1’extrait éthanolique et 1’extrait TCA.
1.1.5.La force de coagulation du lait (F)

La force coagulante est le nombre de volumes de lait coagulé par un volume de présure.
[l

Si l'on a pris un volume “v” de présure, un volume “V” de lait et mesuré un temps de

coagulation en secondes, on calcul selon la formule de la force.

Les résultats sont présentés dans la figure 14 :

E
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Figure 14 : Résultat de la force de coagulation du lait par les 3 extraits des fleurs de S.

marianum.
D’apres la figurel4 la force de coagulation du lait la plus élevé est celle dans 1’extrait aqueux.
I.2.Evaluation de D’activité biologique in-vitro

Dans cette partie, nous avons utilisé trois méthodes pour évaluer I’activité antioxydant

in vitro de la plante étudiée a savoir : DPPH et FRAP et activité antioxydante totale.

1.2.1. Evaluation de ’activité antioxydante par le radical libre diphényle-picrylhydrazyle
(DPPH)

La mesure de 1’absorbance a été effectuée par spectrophotométrie a 517nm, a partir des
valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant

la formule donnée.

Les valeurs obtenues représentent la variation du pourcentage d’inhibition en fonction
des concentrations des extraits de la plante. Nous avons déterminé la concentration
correspondante a 50 % d’inhibition (IC50), qui constitue I’activité antioxydante des extraits
éthanolique et aqueux étudiés en utilisant la courbe de régression linéaire : y=ax + b.

Les résultats sont mentionnés dans la figure 15 :
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Figure 15 : Courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH des deux extraits de S. marianum.

D’aprés la figure 15 qui représente le pourcentage d’inhibition de DPPH les résultats

obtenus que les deux extraits des fleurs de S. marianum sont capables de neutraliser le radical

DPPH, cette capacité accroit généralement avec la concentration des deux extraits.

* Evaluation de I’ILC50

La valeur de I’IC50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante d'un

composé, car il exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du

radical libre de 50%. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un

composé est élevée. Les valeurs des IC50 trouvées pour les deux extraits testés sont

représentées dans la figure 16 :
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Figure 16 : IC50 de I'acide ascorbique et des extraits des fleurs de S. marianum.

D’apreés le résultat dans la figure 16 en observe que I’extrait éthanolique des fleurs de
S. marianum est doté d’une activité antioxydante importante, mais elle est faible par rapport a

la valeur d’acide ascorbique.

D’autre part, I’extrait aqueux des fleurs de S. marianum est aussi doté d’une activité
antioxydante plus importante, parce qu’elle est presque convergée a la valeur d’acide

ascorbique.

Les résultats de Jamei et Donia Anvari, 2018 donnes un taux d’activité de piégeage
radicalaire de DPPH d’un extrait méthanolique égale a 70.66+2.25(%) avec un tauxd’IC50
égale a 0.18+0.034 (mg/ml).

En comparaison avec nos résultats, L’extrait éthanolique des fleurs de Silybum
marianum est doté d’une activité antioxydante DPPH et un IC50 faible, successivement égale

a 24(%), 1,8(mg/ml) par rapport aux résultats de Jamei et Donia Anvari, 2018.

Et d'autre part notre extrait aqueux est dot¢ d’une activité antioxydant DPPH égale
a62(%) qui est presque proche au résultat de Jamei et Donia Anvari, 2018 avec un taux
important d’IC50 égale a 0,48 (mg/ml).
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1.2.2. Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power)

L'activité antioxydante des extraits éthanolique et aqueux de Silybum marianum ont été
évalué en utilisant la méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power).

La présence des réducteurs dans les extraits de la plante provoque la réduction de
Fe3+/complexe ferricyanure de a la forme ferreux. Par consequent, Fe2+ peut étre évalué en
mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu

réactionnel a700 nm (Chung et al ,2002).

Les résultats de cette activité sont présentés dans la figure 17 :
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Figure 17 : Pouvoir reducteur du fer des extraits des fleurs de S. marianum

En analysant la figure 17 il apparait que le pouvoir réducteur des deux extraits et
augmente avec la concentration. D’autre part, nous avons constaté que 1’extrait d’eau présente

le meilleur pouvoir réducteur par apport a I’extrait ethanolique.
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Figure 18 : EC50 de I'acide ascorbique et des extraits des fleurs de S. marianum.

D’aprés la figure 18 les résulta observer que le pouvoir réducteur de 1’extrait aqueux

des fleurs est fort par rapport a I’extrait éthanolique qui est comparé avec 1’acide ascorbique.

Les résultats de Jamei et Donia Anvari, 2018 donne un taux de FRAP égale a
0.82+0.01 (n mol Fe*?/100 g) pour un extrait é&thanolique.

D’aprés nos résultats, les valeurs de IC50 d’extrait aqueux (0.34 (mg/ml)), et d’extrait

éthanolique (0.453(mg/ml)) est plus important a celle de Jamei et Donia Anvari, 2018.

1.2.3. Activité antioxydante totale

L’activité antioxydante totale a été déterminée pour les deux extraits et exprimée en mg

équivalent d’acide ascorbique g de la matiere séche (mg EAA/ g).

Les résultats sont présentés dans la figure 19 :

48
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Figure 19 : L’activité antioxydante totale des extraits des fleurs de S. marianum.

D’aprés ’analyse de nos résultats qui montré dans la figure 19 I’activité antioxydante

totale et augmente avec 1’augmentation des concentrations des extraits.

Pour I’extrait aqueux exerce une activité antioxydante plus forte que celle de I’extrait
éthanolique.

Les résultats de Jamei et Donia Anvari, 2018 montres un taux d’activité antioxydante
totale égale a 0.03+0.003 (mg Equivalents o«- tocophérol).

Il. Résultats de ’optimisation des conditions d’extraction
11.1.Résultats de la réalisation de la matrice des essais

Cette étape est réalisée en utilisant le plan Box-Behnken. L’influence de la température
(X1), le temps (X2) et le rapport L/S (X3) sur le rendement de coagulation (Y1), le taux des
flavonoides (Y2), I’activité anti radicalaire (Y3) et le taux des protéines (Ys). Les résultats

trouvés apres étude des quatre réponses sur les 15 essais d’extraction sont résumés dans le

tableau 4.
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Tableau 4: Matrice d’expérience et les réponses associées.

Variables explicatives Variable a expliquer
Essai X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Y4
(°C) | (min) | (mlig) | (%) (MEQ) | (AAR%) | (pg/ml)
1 0 - } 12.88 26.07 73.99 8.10
2 0 + - 3.55 26.32 40.06 7.65
3 0 + + 6.65 12.67 64.4 8.42
4 } 0 } 15.1 37.51 39.19 10.24
S - 0 + 2.14 18.30 16.4 7.82
6 0 0 0 10.8 20.19 58.5 8.15
7 - - 0 3.8 18.61 48.11 8.28
8 + 0 - 4.92 23.41 10.22 9.21
9 + 0 + 4.01 14.82 13.62 8.85
10 - + 0 3.34 18.23 25.1 11.23
11 0 0 0 11.2 13.56 56.66 8.01
12 0 - + 4.25 11.34 4.95 8.03
13 + + 0 4.1 10.96 0.31 8.30
14 0 0 0 13.41 14.31 70.2 8.39
15 + - 0 1.87 14.19 18.58 10.74
X1: température, Xz : temps, Xs: Rapport L/S, Y1 :Rendement de coagulation,
Y2 Taux des flavonoides, Y3 : Activité anti radicalaire, Y4 : Taux des protéines.

Selon le tableau 4, la variance des valeurs observées est plus ou moins remarquable
pour les quatre réponses. Le rendement de coagulation varie de 1.87 a 15.1 %, avec une
valeur maximale obtenue avec une macération d’un gramme d’échantillon dans 20ml de

solvant a température de 20°C de 100 minutes (essai 04).

De l’autre part, la variation des valeurs de Y2 est moins considérable (10.96-37.51
MEQ), le taux maximal des flavonoides est observé avec des niveaux minimaux de la

température et de volume de solvant et un temps d’extraction moyen (essai 04).

Par ailleurs, I’activité anti radicalaire maximale (73.99%) est enregistrée dans ’essai 01

avec des niveaux minimum de la température et le volume de solvant.
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Le taux des protéines change de 7.65-11.23 avec un teneur maximal observé dans
I’essai 10. Il est & noter que les valeurs observé sont proches de celles prédites par le model

statistique utilisé.
11.2.Résultats d’ajustement du modéle

L’analyse de 1’ajustement du mode¢le est une étape primordiale avant 1’adoption de ce
model pour la prédiction des valeurs de réponse étudiées. Cette analyse est assurée par la
régression multiple et la détermination du manque d’ajustement du model. Nos résultats du
tableau 5 ont montré un bon ajustement du model quadratique polynomial avec les quatres

réponses étudiées.

Tableau 5: Résultats d’ajustement du model et les effets des variable indépendantes sur les

réponses.
Réponse Y1 Y2 Ys Yq

Terme Estimation | P> |t| | Estimation | P > |t|] | Estimation | P > |t| | Estimation | P > ||
Constante 11.80 0.001" 16.02 0.001* 61.78 0.001* 8.18 <.001*
X1 -1.18 0.219 -3.65 0.01* -10.75 0.062 -0.059 0.783
X2 -0.64 0.479 -0.25 0.795 -1.97 0.679 0.056 0.791
X3 -2.42 0.05* -7.02 0.001* -8.01 0.135 -0.260 0.256
X1X2 0.67 0.59 -0.71 0.60 1.18 0.859 -1.346 0.005*
X1X3 3.01 0.052 2.65 0.09 6.54 0.350 0.517 0.131
X2X3 2.93 0.057 0.26 0.84 23.34 0.014* 0.208 0.501
X1? -4.40 0.05* 1.94 0.21 -32.37 0.004* 1.216 0.009*
X2? -4.11 0.02* -2.46 0.12 -6.38 0.379 0.237 0.463
X3? -0.85 0.52 5.54 0.01* -9.55 0.208 -0.365 0.275

Model 0.044 0.008 0.038 0.042

Manque 0.020 0.892 0.193 0.066

d’ajustement
R? 0.90 0.95 0.91 0.90

X1: température, Xz : temps, Xs: Rapport L/S, Y1:Rendement de coagulation, Y2: Taux des flavonoides,
Y3 : Activité anti radicalaire, Y4 : Taux des protéines.

Il ressort du tableau 5 que I’analyse de la variance sont significatifs avec les quatre

réponses étudiées (p<0.05). De I’autre part, les résultats montrent un bon ajustement du model
avec les réponses étudiées ce qui est traduit par un manque d’ajustement non significatif

(p>0.05).

Il est important de noter que le coefficient de corrélation R? situé entre 0.90 et 0.95, qui

explique la bonne corrélation entre les valeurs observé et celles prédites par le model utilisé.
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11.3.Etude de I’effet des variables explicatives sur les réponses

1. Effet de la température sur les réponses étudiees

Les résultats consignés dans le tableau montrent un effet négatif de la température sur
les quatre réponses. De plus ce facteur influence d’une maniére hautement significative le
taux des flavonoides (p<0.01). De l’autre part, la température ayant un effet hautement
significatif combiné avec temps sur la teneur en protéines (p<0.01). De méme la température
en tant que facteur quadratique exerce un effet significatif sur le rendement de coagulation,

I’activité anti radicalaire et la teneur en protéines (p<0.05).
2. Effet du temps sur les réponses étudiées

Le temps exerce un effet plus ou moins négatif sur les réponses Y1, Y2, et Y3 et un effet
Iégerement positif sur la réponse Ya. Il est a remarquer que dans notre étude, le temps n’a
aucun effet significatif sauf en combinaison avec la température (Y4), et comme variable

quadratique sur le rendement de coagulation (p<0.05).
3. Effet du rapport L/S sur les réponses étudiees

La variable indépendante X3 ayant un effet négatif sur toutes les réponses. Il est a noter
que cette variable influence significativement Y1 et Y2 en tant que terme linéaire, Y3 en
combinaison avec le temps d’extraction (p<0.05) et hautement significativement Y2 en terme

quadratique (p<0.01).

11.4.Etablissement des équations polynomiales de deuxiéme degré

L’estimation des valeurs des coefficients des termes linéaires, d’interaction et
quadratiques, nous a permet de constituer les équations (1), (2), (3), et (4) pour les réponses

Y1, Yo, Yz et Y4 comme suit :

Y, = 11.80 — 1.18X; — 0.64X, — 2.42X5 + 0.67X, X, + 3.01X, X5 + 2.93X,X; — 4.40X? —
411X2 —0.85X2............ (1)..

Y, = 16.02 — 3.65X; — 0.25X, — 7.02X5 — 0.71X, X, + 2.65X, X5 + 0.26X,X5 + 1.94X? —
2.46X% +5.54X2............ ().

Y; = 61.78 — 10.75X; — 1.97X, — 8.01X; + 1.18X, X, + 6.54X, X5 + 23.34X,X; —
32.37X? — 6.38X2 —9.55X2........... Q).

&
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Y, = 8.18 — 0.05X; + 0.05X, — 0.26X; — 1.34X, X, + 0.51X, X5 + 0.2X, X5 + 1.21X% +
0.23X2 — 0.36X2............ ().

Les équations (1), (2), (3) et (4) résument 1’influence des variables indépendantes sur les
quatre réponses et ’effet est permet de comprendre les interactions entre les différents

facteurs étudiés.
I1.5.Analyse des surfaces de réponse

Les équations polynomiales de deuxiéme degré sont représentées graphiquement par de
surfaces de réponse tridimensionnelles, dont les variables explicatives sont représentées deux
a deux. A chaque fois deux variable sont varies et la troisieme est fixée au niveau zéro figure
20. Ces surfaces de réponses visualisent I’effet des variables indépendantes sur les réponses et

sert a déterminer les points optimaux pour chaque réponse.

(10 -60\ ’?@tl- [ | 1

Figure 20 : Représentation tridimensionnelle des modeles polynomiales de deuxieme degré

de Rendement avec température et ration L/S.

Il ressort de la figure 20 que le rendement de coagulation s’augmente avec
I’augmentation de la température d’extraction jusqu’ atteindre son maximum a une
température de 35°C, aprés ce point en remarque une chute des valeurs de Yi avec
I’augmentation de la température, cet est due a la dénaturation des enzymes coagulante du lait

par la chaleur.
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D’autre part, il est observé que 1’augmentation du temps d’extraction améliore le
rendement de coagulation, mais au de la de 100 minutes le temps joue un réle négatif sur
I’extraction du coagulant végétal, cela est due au risque de 1’oxydation et la dénaturation des

protéines en contact treés long avec I’eau et surtout dans les températures élevées.

La présentation de 1’effet des variables indépendantes sur la réponse Y2 sont présente

dans la figure 21.
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Figure 21 : ’effet des variables indépendantes sur la réponse Y2

Il est noté d’apres la figure 21 que ’interaction entre le rapport L/S et la température en
gendre un effet positif sur le taux des flavonoides jusqu’atteindre un maximum avec les
niveaux minimum de X; et Xa. De plus la réponse Y3 est influencée positivement par le temps
d’extraction en enregistrant son max a 150 min lorsque la température est gardée dans son

niveau minimal.

La figure 22 représente la variation des valeurs de ’activité anti radicalaire en fonction

des variables indépendantes.

Le temps et le rapport L/S ayant en combinaison un effet positif sur la réponse Y3, cette
derniere atteint sa valeur maximale lorsque ces deux facteurs sont maintenus a leurs niveaux
minimaux. De ’autre part, Y3 s’augmente avec la température jusqu’a 80% ) température

40°C ; au dela de ce point, la température manifeste un effet négatif sur ’activité anti
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radicalaire. Cette observation confirme la sensibilit¢ de 1’extrait aqueux des fleurs de S.

marianum a la chaleur.

Figure 22 : la variation des valeurs de 1’activité anti radicalaire en fonction des variables

indépendantes.

Il est recommandé donc d’utiliser des températures qui ne dépassent pas les 40°C lors
de D’extraction des composés actifs ou de la présure végétale a partir des fleurs de S.

marianum.

En fin, d’aprés la présentation en surface de la réponse Y4 figure 23, il est claire que
I’interaction entre les deux variable X1 et X3 ayant un effet positif sur le taux des protéines
qui atteint son valeur maximale I’orque la température et le rapport L/S sont dans leurs

niveaux +1.

55
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Figure 23 : la variation des valeurs de Bradford en fonction des variables indépendantes.

De méme, I’extension de temps d’extraction influence positivement cette réponse, dont

la valeur maximale est observée avec un temps d’extraction de 200 minutes.
11.6.Résultats de validation du model

La régression des équations polynomiale des quatre réponses nous a permet de
déterminer les conditions optimales pour chaque réponse. La fonction de la désirabilité a été
utilisée pour unifier les quatre solutions en une adéquate aux quatre réponses Y1, Y2, Y3, Ya a

la fois tableau 6.

Tableau 6: Résultats de validation du model.

Valeurs critiques
Yi [ Yo | Ys | Ya

Variable indépendante

Température (20,60) 20
Temps (20,180) 76,5
Rapport L/S (10,20) 10

Rendement prévu 14.10 | 36.53 [ 82.10 | 9.51

La validation du model requit une nouvelle extraction en utilisant les valeurs optimales
pour chaque variable indépendante. L’extrait obtenu est testé pour son force coagulante, taux

des flavonoides, activité anti radicalaire et la teneur en protéines.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre des plantes médicinales de la nature présentent une
source indéfinie des molécules bioactives, ces molécules résultant de métabolites secondaires
produits a partir de metabolisme des nutriments, que sont trés utilisées par I'nomme dans les

domaines médicinales et agroalimentaires.

Notre étude nous a permis d’avoir une idée sur I’extraction des enzymes végétale a
partir de la plante Silybum marianum, nous avons travaillé sur les différentes activités
antioxydant (TAC, FRAP, DPPH), les propriétés phytochimiques (TPC, TFC, Tannin, et le

dosage des protéines), et I’activité coagulante du lait par 1’extrait des fleurs de cette plante.

Les résultats obtenus lors de notre étude montrent que la teneur en poly-phénol et en

flavonoides est plus importante dans 1’extrait aqueux que dans I’extrait éthanolique.

D’autre part le teneur en tannins est faible dans 1’extrait aqueux par rapport a 1’extrait

éthanolique.

D’aprés Les résultats de dosage des protéines on obtient que la teneur le plus bas est
enregistrer dans I’extrait aqueux, mais les extrais éthanolique et TCA la teneur des protéines

sont égaux.

Cependant, pour le piégeage du radical libore DPPH et en comparant les IC50 des
différents extraits testés par rapport a 1’acide ascorbique, nous avons remarqué une activité

antioxydante trés importante dans 1’extrait aqueux.

Nous avons constaté pour I’activité antioxydante par la méthode réduction de fer
(FRAP), que [I’extrait de la plante étudiée ont une capacité fort de réduire le fer (qui
augmente en fonction de la concentration) par rapport a I’extrait éthanolique qui est comparé

a I’acide ascorbique.

Par ailleurs, a partir des résultats d’activité antioxydant totale, on a remarqué que

I’activité d’extrait aqueux est plus fort a celle d’extrait éthanolique.

Selon les résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons dire que Silybum marianum
es triche en Phénols Totaux, en Flavonoides et en protéines. L’extrait aqueux donne une
bonne activité antioxydante totale soit une capacité de piegeage de radicaux libres, un pouvoir

réducteur de fer

.



Conclusion

Selon les résultats d’optimisation par plans d’expérience ont montré le bon
ajustement du model avec un effet hautement significatif et une haute corrélation
entre les valeurs prévues par le model et les valeurs expérimentales. L’analyse des
surfaces de réponse nous a permit de déterminer les valeurs optimales pour chaque
facteur (température, temps, ratio S/L). La validation du model en utilisant les meilleures

conditions de coagulation nous a données des meilleure rendements .
Notre perspective d’avenir est d’effectuer d’autres analyses telles que :

» L’identification des différents constituants de silybum marianum, par HPLC-MS.
» Tester I’aptitude des extraits de la plante a développer d’autres activités biologiques en

utilisant différentes techniques.

&
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage de I’ Acide gallique
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de quercétine
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Annexe 3 : Courbe d’étalonnage de catéchine
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Dosage des protéines (Bradford, 1976)

Il est souvent nécessaire de connaitre la concentration totale de 1’ensemble des
différentes protéines d’un milieu, c’est pourquoi on cherche a mettre en ceuvre des
réactions capables de révéler toutes les protéines. (Bradford, 1976).

De nombreuses méthodes ont été mises au point pour doser les protéines. Ce sont
généralement des méthodes spectrophotométriques basées sur  diverses
caractéristiques spectrales ou réactionnelles des acides aminés constituants les
protéines. (Bradford,1976).

La méthode de Bradford est une méthode d'analyse spectroscopique utilisée pour
mesurer la concentration des protéines en solution. Le test est basé sur I'observation
que le maximum d'absorbance pour une solution acide de bleu de Coomassie G-250
passe de 465 nm a 595nm lors que la liaison a la protéine se produit (Bradford,
1976).

Contrairement aux autres méthodes de mesure des protéines, la méthode de Bradford
est moins sensible aux interférences par divers agents présents dans les échantillons
de protéine. C'est une méthode trés sensible (2-5 pg de protéines) et trés rapide. Elle
est aussi assez résistante a la plupart des interférents qui nuisent a la plupart des autres
méthodes (Bradford, 1976) .

La méthode de Bradford utilise les propriétés de bleu brillant de Coomassie (BBC) a

se fixer sur les acides aminés basiques (I’arginine en particulier) et aromatiques; il en
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résulte une modification des propriétés spectrales du bleu de Coomassie qui, une fois
complexé, présente un maximum d’absorbance a 595 nm (Dauvillier, 1998).

On utilise le bleu brillant de Coomassie (G250) comme réactif. Les résultats sont
exprimés en €quivalent albumine (I’albumine de sérum de boeuf BSA (20mg /ml),

produit de reférence servant a la standardisation (Dauvillier, 1998).
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Résumé

Silybum marianum Est cultivé comme plante médicinale, mais il peut aussi s'agir
d'une mauvaise herbe génante. Le chardon-Marie est originaire du bassin
méditerranéen et est maintenant répandu dans le monde entier. Est aussi une plante
herbacée annuelle ou bisannuelle de la famille des Asteraceae, Connue sous le nom

Chouk el djemel.

Cette étude effectuee sur I’extrait éthanolique et aqueux des fleurs de S. marianum,
qui sont obtenu par macération a froid en utilisent comme solvant éthanol / eau. Les
tests phytochimiques on relevé que cette plante est riche en poly-phénol, flavonoides
tannins condensé, protéine. La teneur en phénols totaux est variable, 1’extrait aqueux
des fleurs présente une teneur de 40.42 (mg EAG/g d’extrait), tandis que 1’extrait
éthanolique est 29.66 (mg EAG/g d’extrait). La teneur des flavonoides a été
déterminée par Quercitine (EC), une teneur de 0.41 (mg EC/g d’extrait) pour 1’extrait
aqueux alors que pour I’extrait éthanolique est de 0.11 (mg EC/g d’extrait). La teneur
des protéines a été déterminé par méthode de Bradford (1976), dans I’extrait aqueux
une teneur de 61.63 (mg /ml), alors que ’extrait éthanolique et I’extrait TCA sont
63.56 (mg/ml). Les résultats obtenus pour de I’activité antioxydante par le radical
libre diphényle picrylhydrazyle (DPPH) montrent que les extraits possédent un faible
pouvoir de piéger ce radical avec des 1C50 de I’ordre de 1.8 (mg/ml) pour 1’extrait
éthanolique et pour I’extrait aqueux 0.48 (mg/ml). L’évaluation réducteur du fer (Test
FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) des deux extrait est égale a EC50 =0.34
(mg/ml) pour I’extrait aqueux et EC50= 0.45 (mg/ml). Les résultats de 1’évaluation de
I’activité montre que 1’extrait aqueux et plus fort de I’ordre de 0.14 (mg/ml), et de
0.11 (mg/ml) pour I’extrait éthanolique. Les résultats de 1’optimisation montrent des
effets hautement significatifs de la température et le temps el ratio L/S sur le
rendement de coagulation.

Mot clés :

Silybum marianum, activité antioxydant, pouvoir réducteur, optimisation,

coagulation.
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Résumé

Abstract

Silybum marianum is cultivated as a medicinal plant, but it can also be a troublesome
weed. Milk thistle is native to the Mediterranean Basin and is now spread all over the
world. Is also an annual or biennial herbaceous plant of the family Asteraceae, known

as Chouk el djemel

This study carried out on the ethanolic and aqueous extract of S. marianum flowers,
which are obtained by cold maceration, uses as ethanol / water solvent. Phytochemical
tests revealed that this plant is rich in polyphenol, condensed tannin flavonoids,
protein. The total phenol content is variable, the aqueous extract of the flowers has a
content of 40.42 (mg EAG / g extract), while the ethanolic extract is 29.66 (mg EAG /
g extract). The flavonoid content was determined by Quercitin (EC), a content of 0.41
(EC mg / g extract) for the aqueous extract while for the ethanol extract is 0.11 (EC
mg / g extract) . The protein content was determined by the method of Bradford
(1976), in the aqueous extract a content of 61.63 (mg / ml), while the ethanolic extract
and the TCA extract are 63.56 (mg / ml). The results obtained for the antioxidant
activity by the free radical diphenyl picrylhydrazyl (DPPH) show that the extracts
have a low power to trap this radical with IC50 of the order of 1.8 (mg / ml) for the
ethanolic extract and for the aqueous extract 0.48 (mg / ml). The reductive iron
(FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power) test of the two extracts is equal to EC50
= 0.34 (mg / ml) for the aqueous extract and EC50 = 0.45 (mg / ml). The results of the
evaluation of the activity shows that the aqueous extract and stronger in the order of
0.14 (mg / ml), and 0.11 (mg / ml) for the ethanolic extract. The results of the
Optimization results show highly significant effects of temperature and time el L/ S

ratio on coagulation yield.
Keywords:

Silybum marianum, antioxidant activity, reducing power, optimization,coagulation.
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