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Activités biologiques des extraits aqueux de Marrubium deserti récoltée dans deux

régions (Ghardaia et Djanet)

Résumé

Cette étude est enregistrée dans le cadre de la recherche d’une nouvelle source
d'antioxydants naturels et des inhibiteurs efficaces des enzymes digestives, en particulier I’a-
amylase. Pour cela, le pouvoir antioxydant et 1’activité inhibitrice de 1’a-amylase sont évalués
pour les différents extraits aqueux de la partie aérienne de M. deserti obtenus selon les modes
traditionnels de préparation (décoction et infusion). La plante est récoltée dans deux regions
différentes (Ghardaia et Djanet). La quantification des polyphénols totaux et de certaines
classes des composés phénoliques (flavonoides, acides-phénols et tanins condensés) est
effectuée par des méthodes colorimétriques. Les résultats obtenus ont montré que la décoction
de M. deserti de la région de Djanet a les taux les plus élevés en polyphénols totaux, en
flavonoides, en acides phénols et en tanins condensés qui sont de 1’ordre de 294,42 mg EAG/g,
20,73 mg ER/g, 8 mg EAC/g et 17,35 mg EC/g en matiére séche respectivement. L’évaluation
de I’activité antioxydante est effectuée par trois méthodes différentes a savoir : ABTS, DPPH
et FRAP. Le pouvoir anti-radicalaire d’ABTS le plus important est obtenu avec I’infusion de
M. deserti de la région de Ghardaia qui est de 1’ordre de 1C50=0,22 mg/ml. Ces résultats restent
faibles en comparaison avec I’antioxydant standard, le Trolox qui a une ICso égale & 0,10 mg/ml.
En ce qui concerne ’activité inhibitrice de 1’a-amylase, les différents extraits aqueux de M.
deserti ont une capacité trés remarquable a inhiber I’a-amylase. L’ICso la plus importante est
enregistrée pour la décoction de M. deserti de la région de Djanet qui est de ’ordre de 0,011
mg/ml. Ces résultats ont confirmé 1’utilisation traditionnelle de cette plante pour traiter le

diabéte.

Les mots clés : Marrubium deserti, infusion, décoction, composés phénoliques, Activité

antioxydante, a-amylase



Biological activities of aqueous extracts of Marrubium deserti harvested in two regions
(Ghardaia and Djanet).

Abstract

This study is registered in the framework of research a new source of natural antioxidants
and effective inhibitors of digestive enzymes, in particular a-amylase. For this purpose, the
antioxidant power and the inhibitory activity of a-amylase are evaluated for the various aqueous
extracts of the aerial part of M. deserti obtained according to the traditional methods of
preparation (decoction and infusion). The plant is harvested in two different regions (Ghardaia
and Djanet). Quantification of total polyphenols and certain classes of phenolic compounds
(flavonoids, acid phenols and condensed tannins) is carried out by colorimetric methods. The
results obtained showed that the decoction of M. deserti from the Djanet region had the highest
levels of total polyphenols, flavonoids, phenol acids and condensed tannins, which were of the
order of 294,42 mg EAG/g, 20,73 mg ER/g, 8 mg EAC/g and 17,35 mg EC/g respectively.
Evaluation of the antioxidant activity is carried out by three different methods, namely: ABTS,
DPPH and FRAP. The most important anti-radical effect of ABTS is obtained with the infusion
of M. deserti from the region of Ghardara which is of the order of ICso = 0,22 mg /ml. These
results remain low in comparison with the standard antioxidant Trolox, which has an ICsp equal
to 0,10 mg / ml. As regards the inhibitory activity of a-amylase, the various aqueous extracts
of M. deserti have a very remarkable ability to inhibit a-amylase. The most important ICsg is
recorded for the M. deserti decoction of the Djanet region, which is on the order of 0,011mg/ml.

These results confirmed the traditional use of this plant to treat diabetes.

Keywords: Marrubium deserti, infusion, decoction, phenolics compounds, Antioxidant

activity, a-amylase.
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Introduction

La médecine traditionnelle est « 1’ensemble des connaissances, compétences et pratiques qui
sont fondées sur les théories, les croyances et les expériences propres aux différentes cultures, et qui
sont utilisées dans le maintien de 1’étre humain en bonne santé, aussi dans la prévention, le diagnostic,

I'amélioration ou le traitement des maladies physiques et mentales » (OMS, 2017).

Il existe de nombreux systemes de médecine traditionnelle, tels que la médecine chinoise et
arabe, ou la philosophie et les pratiques de chacun sont influencées par les conditions dominantes,
I'environnement et la zone géographique dans lesquels elle a évolué (Engebretson, 2002 ; Conboy et
al., 2007 ; Rishton, 2008 ; Schmidt et al., 2008).

Depuis que I'nomme est sur la terre, il a appris a utiliser les plantes de son environnement
pour se nourrir et se soigner. La pratique d’utiliser les plantes pour guérir et traiter certains problémes
de la santé a été abandonnée aprés 1’apparition de la médecine conventionnelle occidentale. Ces
derniéres années, la médecine traditionnelle ou paralléle a regain leur recours. En effet, de plus en
plus des patients, se tournent vers ce genre de traitements. Les raisons les plus courantes pour utiliser
la médecine traditionnelle sont qu'il est plus abordable, plus proche de I'idéologie du patient (plus
humain), faire disparaitre les inquiétudes concernant les effets indésirables des medicaments
chimiques (synthétiques). L'utilisation majeure des médicaments & base de plantes est pour la
promotion de la santé et de la thérapie des maladies chroniques. Toutefois, l'utilisation des remédes
traditionnels augmente lorsque la médecine conventionnelle est inefficace dans le traitement de
certaines maladies, telles que les cas avancés du cancer et les maladies infectieuses. En outre, les
plantes médicinales sont largement percues comme naturels et sdrs, c'est-a-dire moins toxiques ; ceci
n'est pas forcément vrai, car la prise des herbes avec des médicaments sur ordonnance ou des
médicaments en vente libre peuvent étre toxique (Qato et al., 2008 ; Loya et al., 2009 ; Cohen et
Ernst, 2010).

Le regne végétal représente une source importante d'aliments et de composeés bioactifs ayant
des effets curatifs bénéfiques reconnues depuis les temps anciens (Djahra, 2014). Les caractéristiques
et les effets thérapeutiques des composes bioactifs naturels, en particulier a partir de sources
végétales, y compris les plantes médicinales, ont été largement étudiés. Les produits phytochimiques
sont des composés importants trouvés dans les plantes médicinales qui offrent des prestations de santé
pour I'homme plus loin que celles attribuées aux macronutriments et les micronutriments (Zaabat et
al., 2011).

En effet, les herbes et les plantes peuvent étre prises de différentes fagons et formes, en

comprenant I'nerbe entiére, thé, sirop, huiles essentielles, pommades, gélules et comprimés qui
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contiennent soit la poudre, soit I’extrait de la plante. Les extraits des plantes sont obtenus par
multiples méthodes en différentes conditions telles que la macération, les tisanes, ’infusion et la
décoction (Iris et al., 2011).

Au cours de ce dernier siécle, le développement et la production de médicaments synthétisés
ont révolutionné les soins de la santé dans la plupart des parties du monde. Toutefois, la majorité de
la population des pays en développement comptent toujours sur les praticiens traditionnels et les
médicaments a base de plantes pour leurs soins primaires. Jusqu'a 90% en Afrique et 70% en Inde de
la population dépend de la méedecine traditionnelle qui répond a leurs besoins de soins de la santé. En
Chine, plus de 90% des hopitaux généraux disposent d'unités de médecine traditionnelle ou les
extraits obtenus a partir des végétaux représentent plus de 85% des traitements utilisés (Ghasemzadeh
etal., 2015).

Cependant, le potentiel des plantes comme sources pour la production de nouveaux
médicaments est largement inexploité par rapport au nombre d’espéces des plantes supérieures
(angiospermes et gymnospermes) sur la planéte qui est estimé a 250.000 especes. En effet, sur ce
nombre, seulement 6% ont été testées pour leur activité biologique et 15 % ont été évaluées sur le
plan phytochimique (Bidie et al., 2011).

Actuellement, I’évolution de nos modes de vie, et plus particuliérement de nos habitudes
alimentaires, avec la surconsommation d’aliments gras et sucres, couplée a une diminution drastique
de la dépense énergétique joue indéniablement un role dans 1’explosion mondiale des maladies
chroniques telles que le diabéte et 1’obésité (Bullo et al., 2011). Dans ces conditions, les mécanismes
de défenses antioxydants vont se trouver dépassés, et laissent s’installer un stress oxydant, qui
pourrait constituer un trait d’union entre surconsommation énergétique, insulinorésistance (IR) et
diabéte de type 2 (DT2) (Hokayem et al., 2012).

Le stress oxydant provient d’un déséquilibre entre la production de RL et les capacités
antioxydantes cellulaires. Produits en exces, les RL vont altérer les macromolécules, favorisant ainsi
la fragmentation de I’ADN, la peroxydation lipidique ou la carbonylation des protéines. Cependant,
les RL, bien connus pour leur implication dans le stress oxydant, sont également des molécules
indispensables pour de nombreuses réactions biologiques, au nombre desquelles on compte la
transduction du signal de I’insuline et I’interviennent en particulier dans la défense de 1’organisme

contre les invasions microbiennes (Bisbal et al., 2010).

Le stress oxydant est un dénominateur commun rencontré dans les multiples formes
d’insulinorésistance. Il a fait I’objet de beaucoup d’intérét ces dernieres années (Samocha-Bonet et
2
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al., 2010 ; Hoehn et al., 2009) et des études suggérent que la production mitochondriale d’anions
superoxyde pourrait constituer un mécanisme central dans la physiopathologie d’insulinorésistance
(IR) et faire le lien entre surconsommation alimentaire et IR (Bonnard et al., 2008).
L’insulinorésistance (IR) qui est considérée comme la cause principale du diabéte de type I, est
définie comme une diminution de I’action de I’insuline, d’une part sur la capture cellulaire du glucose
par le muscle et le tissu adipeux et, d’autre part, sur I’inhibition de la production hépatique du glucose
(Bisbal, 2010).

Le diabéte sucré est un déséquilibre métabolique, d'étiologie multiple caractérisé par une
hyperglycémie chronique avec des perturbations du métabolisme des glucides, des lipides et des
protéines résultant soit de défauts de secrétion d'insuline, soit d'action de l'insuline ou des deux
(Bisbal, 2010). Selon I’Atlas du diabéte de la Fédération Internationale du Diabete (FID), la
prévalence du diabete en 2015 est présentée sous forme de chiffres inquiétants. Pour la premiére fois,
selon les estimations, plus d’un demi-million d’enfants de moins de 14 ans sont désormais atteints de
diabete de type 1. Selon les estimations également, 415 millions d’adultes, agés de 20 a 79 ans, sont
aujourd’hui atteints de diabéte dans le monde, dont 193 millions non diagnostiqués. Si cette
progression n’est pas arrétée, 642 millions de personnes seront atteintes de cette maladie d’ici 2040
(FID, 2015).

Le diabéte de type Il représente environ 90 a 95% des cas. Les principaux composants du
diabéte de type Il sont le dysfonctionnement des cellules § provoquant une sécrétion d'insuline altérée
et un besoin accru d'insuline en raison de la résistance a l'insuline (Arif et al., 2014). La cause du
diabéte reste mystérieuse, bien que la génétique et les facteurs environnementaux tels que I'obésite,
I'évolution du style de vie, les habitudes alimentaires et la sédentarité semblent jouer un role. Le
traitement de ce type du diabete est effectué par les agents hypoglycémiants oraux et dans les cas les

plus séveres par I’insuline (Mishra, 2003).

Differents mécanismes d'action des hypoglycémiants oraux ont eté largement décrits. Ceux-
ci comprennent la stimulation de la sécrétion de l'insuline a partir de cellules béta des ilots de
Langerhans, la réduction de la résistance a I'insuline. Le troisiéme mécanisme d’action est celui des
inhibiteurs des enzymes a-glucosidase et a-amylase (Boudjedour et Bertil, 2016). Cette approche
thérapeutique permit de retarder I'absorption du glucose postprandiale via des inhibitions de ces
enzymes (Kumar et al., 2011).

L’enzyme a-amylase est I'un des principaux produits sécrétoires du pancréas et des glandes

salivaires, jouant un réle dans la digestion de I'amidon et du glycogéne. L'a-amylase catalyse I'étape

3
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initiale dans I'nydrolyse de I'amidon en un mélange d'oligosaccharides plus petits consistant en
maltose, maltotriose et oligosaccharides ramifiés d'oligoglucans a- (1-6) et a- (1-4). Ceux-ci sont
métabolisés par les a-glucosidases et encore dégradés en glucose qui, lors de lI'absorption, pénétre
dans la circulation sanguine. La dégradation rapide de 1'amidon alimentaire par l'a-amylase conduit a

une hyperglycémie postprandiale elevée (GPP) (Kamtekar et al., 2014).

L'inhibition de I'a-amylase limite les taux du glucose postprandiale en retardant le processus
d'hydrolyse et d'absorption d'hydrates de carbone. Une autre perspective surtout soulignée est le
potentiel antioxydant des plantes qui ont des effets bénéfiques sur la prévention des complications du
diabéte. Les antioxydants provenant de sources naturelles jouent un réle principal en stimulant les
antioxydants endogenes pour neutraliser le stress oxydatif. Les plantes contiennent généralement des
métabolites secondaires comme les composés phénoliques, les flavonoides, les glycosides, les
coumarines, les saponines, les terpénoides, les alcaloides, ...etc., ayant des propriétés physico-
chimiques trés caractéristiques qui attribuent a leurs propriétés pharmacologiques (Sudha et al., 2011
; Paul et Banerjee, 2013).

Récemment, plusieurs études sur l'inhibition de I'a-amylase ont été menees dans le but de
découvrir de nouveaux médicaments potentiels, capables de réduire I'nyperglycémie postprandiale,
qui pourraient étre utilisés dans le traitement du diabéte. Les inhibiteurs de cette enzyme réduisent
I'nyperglycémie postprandiale en retardant la digestion des glucides et en réduisant lI'absorption
intestinale du glucose (Ali et al., 2006). Les plantes continuent a jouer un rdle important dans le
traitement du diabéte, en particulier dans les pays en voie de développement (Oliveira et al., 2005).
Cependant, peu d'études ont investigué l'activité hypoglycémique des plantes médicinales utilisées
traditionnellement dans le traitement du diabéte ainsi que 1’isolement des composeés actifs sur I'a-
amylase (Silva et al., 2009). Donc, il est important d’orienter la recherche vers d’autres sources, en
particulier d’origine végétale, de molécules naturelles ayant des activités antioxydantes et un effet
inhibiteur de I’a-amylase (Ghedadba, et al., 2014).

Les proprietés médicinales des plantes sont dues a des composés chimiques. Les plantes
synthétisent de nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont indispensables a leur
existence et une gamme extraordinaire d’autres composés appelés metabolites secondaires. Ces
derniers ont pour fonction notamment la protection contre les microorganismes, les animaux et méme
d'autres plantes. Ces métabolites jouent donc un rdle primordial dans la lutte contre diverses maladies

et herbivores (Junio et al., 2011).
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Les métabolites secondaires sont le fruit d’un métabolisme complexe. 1ls sont synthétisés en
réponse aux contraintes de 1’environnement, a des stades précis du développement ; permettent a la
plante de se défendre contre les pathogenes ou des prédateurs. Aussi, ces métabolites assurent une
protection contre les radiations solaires et facilitent la dispersion du pollen et des graines. Ces
métabolites sont en revanche tres nombreux et variés, plus de 100.000 molécules, mais produits
souvent en trés faibles quantités. Ces métabolites sont regroupés en trois grandes classes : les
composés aromatique ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, anthocyanidines, tanins), les

terpenoides et leurs dérivés et enfin les alcaloides (Hopkins, 2003).

Les composés phénoliques est une famille de métabolites secondaires issues de la voie de
synthése des acides aminés aromatiques est habituellement connue sous le nom de composés
phénoliques, polyphénols ou plus de 8000 especes moléculaires sont connues (Hopkins, 2003). Ces
composeés suscitent un grand intérét de par leurs nombreux effets bénéfiques pour la santé : prévention
et traitement de certains cancers, traitement des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et
neurodégénératives. Certains d’entre eux sont également utilisés comme additifs pour les industries

agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Hadj Salem, 2009).

Les flavonoides constituent la classe la plus vaste des composés phénoliques avec 4000
molécules ont été isolées et identifiées jusqu’a nos jours. Ils sont connus par leurs propriétés
antioxydantes, antibactériennes, antivirales, antiinflammatoires, antiprolifératives, régulatrices de
systémes enzymatiques..., etc. Ces activités sont le plus souvent liées a leur activité antioxydante et
notamment leur capacité a piéger les radicaux libres, & chélater les ions métalliques ou a inhiber les

enzymes responsables de la formation des radicaux libres (Hadj Salem, 2009).

Les acides phénoliques qui sont des dérivés de I’acide cinnamique ou de I’acide benzoique,
possédant un caractere antioxydant trés intéressant. 1ls sont largement répandus dans le régne végétal
et diversifiés par le nombre de fonction OH et par la nature des autres substituants de la molécule.
Parmi les acides phenols les plus actifs, on cite I’acides rosmarinique, I’acide gallique, I’acide

caféique, I’acide dihydrocaféique et chlorogénique (Claudette, 2006).

Les tanins étant des polymeéres phénoliques, ils participent dans la défense contre les micro-
organismes. Depuis I’antiquité, 1’homme a utilisé les tanins dans le tannage des peaux des animaux
basant sur I’aptitude des tanins a se précipiter avec les protéines. Leur intérét medicinal réside
essentiellement dans leur caractéere astringent : leur proprieté de coaguler les albumines des
mugqueuses et des tissus, en créant ainsi une couche de coagulation isolante et protectrice, ayant pour

effet de réduire l'irritabilité et la douleur et d'arréter les petits saignements (Macheix et al.,2006). Les
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préparations a base de drogues riches en tanins sont employées le plus souvent pour traiter les
inflammations de la cavité buccale, les catarrhes, la bronchite, les hémorragies locales, sur les
bralures et les plaies, les inflammations dermiques, les hémorroides et la transpiration excessive
(Macheix et al., 2006). Les tanins sont rangés en deux principaux groupes structuraux : tanins
condensés et tanins hydrolysables (Macheix et al., 2006).

Au Maroc, en Algeérie et en Tunisie, la phytothérapie est utilisée depuis toujours dans le
secteur de la médecine traditionnelle. Les pharmacopées régionales s’inspirent principalement de la
médecine arabe classique et de 1’expérience locale des populations en matiere de soins. Elles refletent
a la fois I’histoire des Maghrébins et les spécificités de leur environnement naturel. Aujourd’hui, les
plantes jouent encore un rdle trés important dans les traditions médicales et la vie des habitants de
I’ Afrique du Nord, mais les régles de leur utilisation manquent parfois de rigueur et ne tiennent pas
compte des nouvelles exigences de la thérapeutique moderne. L’approfondissement des
connaissances des plantes de ces pays est capital, afin d’optimiser leurs utilisations (Zaabat et al.,

2011).

L’ Algérie recéle d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes : on y trouve plus de 3000 espéces vegétales. Parmi ces ressources naturelles, les
plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand réle dans
I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire,

conserverie, pharmaceutique, et phytothérapie (Duraffourd et al., 1997).

Les ressources végétales spontanées du Sahara Algérien constituent une flore d’environs 500
espéces de plantes supérieures, dont une partie reste utilisée par les populations comme plantes
médicinales. Certaines plantes sont endémiques sahariennes au sens large ; d'autres sont limitées a
quelques kilomeétres carrés. Elles contiennent au total 162 espéces pour le Sahara septentrional,
occidental et central. Le nombre total d'especes de ces régions n'étant vraisemblablement pas
supérieur a 650 (Ozenda, 1983).

Parmi les familles des espéces Sahariennes on cite la famille des Lamiaceae (labiées) du
Latin (Labia), constituent une importante famille de plantes angiospermes dicotylédones herbacées
ou légerement ligneuses et comprennent, selon les auteurs, de 233 a 263 genres et de 6900 a 7200
especes (Heywood et al., 2007) qui se répartissent sur tout le globe. C’est une famille trés importante
en Algérie, représentée par 28 genres et 146 especes (Quezel et Santa, 1963). La plupart des plantes

de cette famille sont partiellement ligneuses, formant des arbustes (tres rarement des arbres). C’est la
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famille des aromatiques utilisées tant en cuisine qu’en parfumerie ou en pharmacie également. I
s’agit d’une vaste famille, trés typique du monde végétal, qui possede une importance économique
due a la production des huiles essentielles. Cette famille posséde également un effet répulsif des
insectes indésirables, telle que I’utilisation de Melissa officinalis contre les moustiques (Guignard et
Dupont, 2004).

Le nom Marrubium dérive du mot hébreu marrob (jus amer), en anglais horehound, en
italien Marrubio (Zaabat, 2014). Le genre Marrubium comprend environ 97 espéces qui sont
largement répandues dans les régions tempérees et chaude. Marrubium sp. sont traditionnellement
utilisés en Afrique du Nord dans le traitement du diabéte (Kemassi et al., 2014 ; Telli et al., 2016), la
toux, de la bronchite aigué ou chronique, de 1’asthme et des infections respiratoires. Ils sont
également utilisés dans les cas de manque d'appétit et de dyspepsie. (Boulila et al., 2015). Le genre
Marrubium est une source riche de diterpénoides, de flavonoides et de glycosides phénylédanoides
(Zaabat, 2010).

Le genre Marrubium est un Arbuste a tiges et face inférieure des feuilles blanches
tomenteuses. Le fruit, un tétrakene, a ses quatre parties arrondies au sommet. Les fleurs sont blanches
(Zaabat, 2010).

En Algérie, 6 espéces différentes appartenant au genre Marrubium qui sont : Marrubium
vulgare, Marrubium supinum, Marrubium peregrinum, Marrubium alysson, Marrubium alyssoide

Pomel et Marrubium deserti. (Quezel et Santa, 1963).

Marrubium deserti est utilisée en médecine traditionnelle en Algérie pour traiter différentes
maladies. L’infusion, la macération et la poudre des feuilles et des rameaux servent de remede pour
traiter le diabéte (Telli et al., 2016), la toux, les dysménorrhées et les troubles digestifs. En usage
externe, la plante est utilisée pour soigner les piglres de scorpions et les allergies (Maiza, 1993). Les
feuilles de cette espéce sont employées sous forme d’infusion en usage interne pour traiter la fievre

et les problemes respiratoires (Hammiche et Maiza, 2006).

Chez les diabétiques de type Il, l'utilisation a long terme des hypoglycémiants oraux conduit
a augmenter la résistance aux médicaments en plus de leurs effets indésirables. En effet, les
inhibiteurs enzymatiques synthétiques utilisés actuellement provoquent des problemes gastro-
intestinaux comme la diarrhée et les ballonnements abdominaux (Kamana et al., 2017). Pour ces
raisons, la recherche des nouveaux inhibiteurs de I'a amylase provenant des plantes médicinales est

demandée afin de traiter I'nyperglycémie postprandiale avec des effets secondaires minimes.
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Marrubium deserti, I’objet de notre travail, est parmi les espéces utilisées traditionnellement
dans le traitement du diabete. Cette espece endemique est trés peu étudiée ; aussi, son mécanisme
d’action pour diminuer le taux du glucose n’est pas connu. Pour cela, ce travail s’intéresse a
1’évaluation de 1’activité hypoglycémiante in vitro de Marrubium deserti en étudiant I’effet inhibiteur
sur I'a amylase des extraits obtenus selon les modes traditionnels de préparation (décoction et

infusion) ainsi que leurs pouvoirs antioxydants.

Apres cette premiere partie consacrée a la description botanique de la famille de Lamiaceae,
a des notions sur le diabéte et le stress oxydant, et aux quelques utilisations traditionnelles de I’espéce

Marrubium deserti, ce travail s’articule aux deux chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la présentation du matériel végétal étudié, puis on va

détailler les différentes méthodes du travail expérimental ainsi que le matériel utilisé.

Le deuxieme chapitre est réservé a la présentation de tous les résultats obtenus dans cette

étude, suivi d’une discussion.

Enfin, a I’issu de ce manuscrit, une conclusion générale sera présentée portera sur une lecture
attentive des différents résultats obtenus et des perspectives qui sont un ensemble de réflexions

achévent ce travail.
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I. Matériel et méthodes
I.1. Matériel végétal
I.1.1 Choix du matériel végetal
Marrubium deserti (fig.1) est une espece endémique de 1’Afrique de Nord, tres utilisée en
médecine traditionnelle pour traiter différentes maladies, en particulier les maladies respiratoires et
gastro-intestinales (Zaabat et al., 2010), et le diabéte (Telli et al., 2016). En plus, les activités
biologiques des extraits aqueux de cette espéce sont peu ou pas étudiées. Pour cela, cette espéce a été
choisie afin d’évaluer les activités biologiques (antioxydante et activité inhibitrice de 1’enzyme a-
amylase) des extraits aqueux obtenus selon les modes traditionnels de préparation (infusion et

décoction).

© Bensalah.B

Figure 1: Marrubium deserti dans son écotype  Figure 2 : Partie aérienne de Marrubium deserti
(Photo originale). (Photo originale).

1.1.2 Description botanique

Marrubium deserti est un arbrisseau blanchatre tres rameux, a poils laineux appliqués. Les épis
sont gréles et laches interrompus, larges de 12-15 mm. Le calice de 4-6 mm forme un tube rétréci a
son sommet. Feuilles petites en coin a la base et portant quelques dents au sommet. Les fleurs sont
disposées au-dessus de chaque paire de feuilles en couronne autour de la tige (fig.2). Les fleurs rose
pale en tube sont entourées par un calice vert qui s'agrandit au fur et a mesure de la fructification pour

former comme une collerette (Zaabat, 2010).
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1.1.3 Position systématique (Quezel et Santa, 1963).

Regne Plante
Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes

Sous embranchement  Angiospermes

Classe Endicots

Sous classe Astéridées

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Marrubium
Espéce Marrubium deserti
Nom vernaculaire Djaida

1.1.4 Répartition géographique
Marrubium deserti, est une espéce endémique poussant fréquemment dans les lits d’oueds et
les vallées. Son nom vernaculaire est « Djaida ou Djaada » (Maiza et al., 1993) « Merriouet sahraui
» (Boudjelal et al., 2013) ; occupe la totalité du Sahara centrale, répondue beaucoup plus dans les
régions d ’Ouargla, Ghardaia, El1-Goléa et Bechar. Cette espéce pousse également au Sahara du Maroc
et dans les régions arides en Tunisie. Le nom Tamahaq (targuie) de M. deserti est « Telhert »

(Ramdane et al., 2015), le nom Mozabit est « Timeriout » (Kemassi et al., 2014).

1.1.5 Récolte
La partie aérienne de Marrubium deserti est récoltée durant le mois de novembre 2015 dans
deux régions différentes ; la premiére est celle de Touzouz — Oued M’zab (3° 62° de longitude et
32°51” de latitude) dans la Wilaya de Ghardaia (Algérie). La deuxiéme région est Djanet localisée
dans la région du Tassili avec des coordonnées de 24° 33’ de latitude Nord, et de 9° 29’ de longitude
Est et une altitude de 1094 m.

1.1.6 Séchage
L’espece récoltée est coupée a I’aide d’une lame tranchante, puis déposés sur papier kraft en
obscurité (pour empécher la photo-oxydation), a 1’abri de la chaleur, sous ventilation a I'air libre et a
température ambiante jusqu’a 1’obtention d’une plante séche. Le matériel végétal sec est réduit en
poudre. La poudre est conservée a température ambiante (15 a 20 °C) dans des boites dans un milieu

sec a l'abri de la lumiere jusqu'a leur utilisation (Zeghad, 2009).
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1.2. Réactifs chimiques
Tous les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont achetés de Sigma Aldrich, Fluka
analyticals et VWR Prolabo Chemicals.

1.3. Méthodes
1.3.1 Extraction

La méthode d’extraction est 1’étape principale pour la récupération et 1’isolement de composés

a partir de matériel végétal (Boulila et al., 2015).

Dans cette étude, les extraits sont obtenus dans les mémes conditions de la préparation

traditionnelle des remeédes. Deux modes de préparation sont utilisés qui sont la décoction et I’infusion.

1.3.1.1.  Décoction

Le matériel végétal est mélangé avec de 1’eau distillée a un rapport de 1/20 (p/v) puis bouillent

a 98+2 °C pendant 5 min. Le mélange est laissé reposer 15 min ensuite centrifugé a 4000g pendant
10 min (Ouedraogo et al., 2015).

1.3.1.2.  Infusion
Le matériel végétal est mélangé avec de 1’eau distillée bouillie a un rapport de 1/20 (p/v). Le
mélangé est bien agité et reposé pendant 15 min ensuite centrifugé a 4000g pendant 10 min (Jodo et
al., 2016).

1.3.2 Détermination de rendement
Le rendement d’extraction est déterminé aprés évaporation de I’eau a 103+2 °C d’un échantillon
pendant 24 heures a I’étuve, il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale du matériel

végétal soumise a I’extraction.

En calculant le rapport suivant :

Rendement (%) = ——~ x 100

P3
P1: Poids apres 1’évaporation.
P2 : Poids vide.

P3 : Poids de la matiere végétale de départ.
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1.3.3 Quantification de certaines classes des composés phénoliques

1.3.3.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été fait par la méthode de Folin-Ciocalteau décrite par
Singleton et Rossi (1965). Un volume de 40 ul de I’extrait est mélangé avec 1,8 ml de réactif Folin-
Ciocalteau (dilu¢ 10 fois avec de 1’eau distillée). Aprés un repos de 5 min, 1,2 ml de la solution de
Na2COs (7,5 %) est ajouté au mélange. Ensuite, les différents mélanges sont reposés pendant 60 min
a I’obscurité, a température ambiante. L’absorbance est mesuré a 765 nm par un spectrophotométre
UV-Visible (SpectroScan 40). L’acide gallique est utilisé comme référence pour la préparation de la
gamme d’étalonnage (0-800 pg/ml). Les résultats sont exprimés en mg en équivalent d’acide gallique
EAG/g de poids sec (PS) de matériel végétal (Shui et Leong, 2006).

1.3.3.2 Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides est effectuée selon la méthode de Kim et al. (2003). Apres la
dilution quatre fois de 1 ml de ’extrait, 0,3 ml de solution de nitrite de sodium NaNO2 (5%) est
ajouté. Apres 5 min, 0,3 ml de solution de chlorure d’aluminium AICI3 (10%) est ajouté. Le mélange
est laissé au repos pendant 5 min, puis 2 ml de solution d’hydroxyde de sodium NaOH (1 M) sont
additionnés. Le volume de ce mélange est complété a 10 ml avec de 1’eau distillée. Apres agitation,
I’absorbance est mesurée immédiatement & 510 nm en spectrophotometre UV-Visible. La gamme
étalon est préparée avec la rutine (0,05-0,5 mg/ml) et les résultats sont exprimés en mg équivalent de
rutine ER/g de poids sec de matériel végétal.

1.3.3.3 Dosage des acides-phénols
La méthode d’Arnov est utilisée pour la détermination de taux des acides-phénols (Benzie et
Strain, 1996). Le réactif d’ Arnov (solution aqueuse de molybdate de sodium 10% et nitrite de sodium
10% (p/v)) va se réagir avec les groupements hydroxyles en ortho des acides phénols en milieu acide,
ce qui conduit a la formation d’un chromogene de couleur orange. La lecture de I’absorbance de cette
couleur est faite a 490 nm par un spectrophotomeétre UV-Visible. La préparation de la gamme étalon
est faite par 1’acide caféique (0 a 200 pg/ml) Les résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide

caféique EAC/g de poids sec de matériel végétal.

1.3.3.4 Dosage des tanins condensés
La vanilline-HCI est utilisée pour le dosage des tanins condensés selon la méthode décrite par
Sun et al. (1998). Un volume de 1 ml de la solution fraichement préparée de vanilline 1% (p/v) en
acide acétique glacial et HCI (98:2, v/v) est ajouté a 0,2 ml de I’extrait ou d’une solution de catéchine

(0 & 1 mg/ml). Apres incubation a 30 °C pendant 20 min, 1’absorbance est mesurée a 510 nm par un
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spectrophotomeétre UV-Visible. Le taux des tanins condensés est calculé en mg en equivalent de

catéchine EC/g de poids sec de matériel végétal.
1.3.4 Evaluation des activités biologiques

1.3.4.1 Activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits aqueux de Marrubium deserti est évaluée par trois
différents tests qui sont : le test a I’ABTS (2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid),
le piégeage du radicale de DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), et le pouvoir réducteur de fer
(FRAP).

Le pourcentage d’inhibition de trois tests est exprimé par la formule suivante :

% d’inhibition= |[(Abs ¢ — Abs e)/ Abs ¢| x 100

Abs ¢ : Absorbance du contréle

Abs e : Absorbance de 1’échantillon testé

1.3.4.1.1 Test a ’ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radicale cation ABTS-+ de

coloration bleu-vert en le transformant en ABTS+ incolore. (Zaabat, 2010) (Fig. 3).

1

Antloxydant HOS
HO

Incolore bleu-vert

Figure 3 : Mécanisme réactionnel intervenant entre ABTS et un antioxydant (Zaabat, 2010).

La génération du radical cation d’ABTS- ™" est effectuée par réaction chimique entre une
solution d” ABTS (7 mM) et une solution de persulfate de potassium K2S,0s (2,45 mM) selon la
méthode decrite par Cai et al. (2004). Le mélange est incubé a 23°C pendant 12 a 16 heures, a
I’obscurité. La solution d’ABTS-+ est diluée avec I’éthanol (80%) jusqu’a I’obtention une
absorbance égale a 0,700+0,020 a 734 nm par un spectrophotomeétre UV-Visible (SpectroScan 40).
L’inhibition du radical cation d’ABTS ™ par différents extraits aqueux de marrubium deserti est

réalisée en mélangeant 3,9 ml de la solution d’ABTS ™ avec 0,1 ml de I’échantillon testé préparé a
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différentes concentrations. Le mélange est agité vigoureusement. Apres un repos de 6 min a 23°C,
I’absorbance est mesurée a 734 nm. La courbe d’ étalonnage est obtenue en utilisant une solution
éthanolique de Trolox (acide carboxylique 6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthylchroman) a différentes
concentrations (0 a 500 uM). Les résultats sont exprimés en uM en équivalent de Trolox ET/g de
poids sec de matériel végétal (Zaabat, 2010).

1.3.4.1.2 Test de piégeage du radical de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
Cette technique consiste a mesurer la capacité d’ un antioxydant de synthése ou naturel a
piéger le radicale de DPPH" (de couleur violette), ce qui conduit a la réduction de ce radical et sa
couleur va changer vers le jaune. Ce changement se traduit par une diminution de I’absorbance
(Figure 4) (Djahra, 2014).

RN 22N 7NN (\
K/‘ = | | ‘ J’
g N s~ - NS N/\\ -
Ne + Antioxydant-OH ———> NH + Antioxydant-O
O.N \J/lj NO. ON__ él\ _-NO;
|
DPPH" (violet) DPPH (jaune)

Figure 4 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre I’espece radicalaire

DPPH et un antioxydant (Bougandoura, 2011).

La solution de DPPH préparée (25 mg/100 ml) de dans le méthanol est diluée par le méme
solvant (le méthanol) afin d’obtenir une absorbance de 1.1+£0.1 a 517 nm. Un volume de 0.1 ml des
extraits aqueux de Mrrubium deserti sont mélangé avec 3.9 ml de la solution de DPPH pendant 30
min a ’obscurité. L’absorbance de ce mélange est lue a 517 nm. Le Trolox est utilisée comme
standard pour la préparation de la courbe d’étalonnage (100 a 1400 pM). Les résultats sont exprimeés

en UM ET/g du poids sec (Brand et al., 1995).

1.3.4.1.3 Pouvoir réducteur du fer (FRAP : Ferric reducing ability of plasma)
Cette méthode est basée sur la réduction de fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+) par un
agent antioxydant donneur d’¢lectron. La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune du
fer ferrique (Fe3+) a la couleur bleue-vert du fer ferreux (Fe2+) en utilisant le TPTZ. L’intensité de

cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 593 nm (figure 5) (Djahra, 2014).
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La determination du pouvoir réducteur du fer (Fe3+) est effectuée pour les différents extraits

en utilisant la méthode décrite par Benzie et Strain (1996).

Le réactif FRAP est preparé a partir de tampon acétate (0,3 M, pH 3,6), de TPTZ 10 mM en
solution dans de I’'HC1 40 mM et d’ une solution de FeCI3 (20 mM) en proportion de 10:1:1 (v/v)

respectivement. Un volume de 50 pl des extraits aqueux de Marrubium deserti de différentes

Fe (1I)-TPTZ Fe (II)-TPTZ
Figure 5 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe tripyridyltriazine
ferrique Fe(l1)- TPTZ et un antioxydant (Djahra, 2014).

concentrations sont ajoutés a 1,5 ml de réactif FRAP. L’absorbance du mélange réactionnel est
ensuite mesurée a 593 nm apres 4 min par rapport a I’eau distillée. Le Trolox a été utilisé comme

standard (0 a 800 uM) et les résultats sont exprimés en uM équivalent de Trolox.

1.3.4.2 Activité inhibitrice de I’a-amylase
L’a-amylase est I'une des enzymes clés qui jouent un réle dans la digestion de I'amidon et du
glycogene. Son inhibition est I'une des stratégies utilisées pour le traitement du diabéte et de I'obeésité.
Cette enzyme est impliquée dans 1’augmentation de la glycémie post-prandiale et son inhibition fait

réduire le taux du glucose passé vers le sang (Seal et al., 2017).

L'activité de I’a- amylase est mesurée selon la méthode de Benfeld (1955). Le principe de cette
méthode repose sur le dosage des groupements aldéhydes libre des sucres réducteurs libérés lors de
I’hydrolyse de 1’amidon par 1’a- amylase. En milieu alcalin et a chaud, I'oxydation de ces fonctions
provoque simultanément la réduction de l'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune
orange en acide 3-amino 5 nitrosalicylique de couleur rouge orange qui a une absorbance maximale
a 540 nm. L'intensité de la coloration varie selon la quantité de sucres réducteurs présents dans le

milieu réactionnel (Benfeld, 1955).

L’a-amylase utilisée dans cette étude est d’origine porcine E.C.3.2.1.1 (Sigma Aldrish). Un
volume de 500 pl de I’extrait a été incuber avec 500ul de la solution de I’a-amylase (0,5 mg/ml) a
17
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32°C pendant 10min. Aprés incubation, 500ul de la solution d’amidon (1%) a été ajouté. Le mélange
est incubé a 32°C pendant 10min. un volume de 1 ml de réactif DNSA (1g de 3,5 di-nitro acide
salicylique, 30g de tartrate double sodium potassium et 20 ml de 2N d’hydroxyde de sodium est ajouté
et compléter le volume final jusqu’ au 100 ml avec I’eau distilée) a été ajouté pour arréter la réaction.
Le mélange a été incubé dans un bain-marie (85°C) pendant 5 minutes. Apres 5 minutes, la couleur
du mélange réactionnel change en Orange-rouge et a été retiré du bain-marie et refroidi a température
ambiante (Kamtekar et al., 2014).

1.3.5 Analyse statistique
Les résultats sont présentés en moyenzécart type. Les données sont soumises a une analyse de
variance (ANOVA) a deux facteurs et test de Student ou la valeur P< 0.05 est considérée significative.
La corrélation entre les parmetres étudiés est effectuée par le test de Pearson. Toutes les analyse

statistiques sont réalisées par le logiciel STATISTICA 10.
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Résultats et discussion

1. Résultats et discussion
11.1.Rendement d’extraction

Les rendements des différents extraits aqueux M. deserti récoltée dans différentes régions
(Ghardaia et Djanet) sont présentés dans la figure 6.
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Figure 6 : Rendement d’extraction des différents extraits aqueux de M. deserti

Les résultats obtenus montrent que la décoction et 1’infusion de Marrubium deserti récoltée
dans la région de Djanet ont les rendements les plus élevés qui sont 8,45+1,26% et 6,3+0,98%
respectivement. En ce qui concerne celle récoltée dans la région de Ghardaia, nous constatons que
ses extraits agueux ont des rendements tres faibles en comparaison avec ceux de la premiere région

et qui sont de ’ordre de 2,97+1,11% pour la décoction et 1,85+0,88% pour I’infusion.

Les différences enregistrées entre les extraits des deux régions sont hautement significatives

(P<0,01), alors que les différences entre les extraits de la méme région ne sont pas significatives
(P>0,05).

D’une maniére générale, les teneurs en extraits secs varient en fonction de la nature du solvant
d’extraction, la période, le lieu de la récolte et la durée de sechage. La méthode d'extraction peut
influencer elle-méme sur le rendement d'extraction (Djahra, 2014 ; Ghedadba et al., 2014). Tant que
notre solvant d’extraction est 1’eau, la variabilité des résultats obtenus semble étre due au mode de

préparation et les conditions climatiques de la région de récolte.
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Au terme de comparaison, le rendement des différents extraits aqueux de M. deserti est
supérieurs a celui trouvé par Edziri et al. (2012) pour I’extrait méthanolique de cette espéce qui est
de I’ordre de (2,57 %). Par contre le rendement de nos extraits aqueux est inférieur a celui de 1’extrait

brut méthanolique de M. vulgare dont le rendement correspond a un pourcentage de (24,34 %)
(Djahra, 2014).

11.2.Quantification de certaines classes des composés phénoliques

1.2.1. Teneur en polyphénols totaux

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols totaux sont présentés dans la figure 7.
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Figure 7 : Teneurs en Polyphénols totaux des différents extraits de M. deserti.

Il ressort de ces résultats que les teneurs les plus élevées des composés phénoliques sont
obtenues avec les extraits aqueux de Marrubium deserti récoltée dans la région de Djanet qui sont
de294,42+31,9 mg EAG/g pour la décoction et de 179,67+27,72 mg EAG/g pour I’infusion. La
décoction et I’infusion de Marrubium deserti recoltée dans la région de Ghardaia sont caractérisées
par des taux faibles en polyphénols allant de 93,56+14,39 mg EAG/g a 28,87+8,15 mg EAG/g.

Les analyses statistiques réalisées ont montré qu’il y a des différences trés hautement
significatives (P<0,001) en teneur en composés phénoliques entre les deux régions et les deux modes
de préparation, tandis que I’interaction entre les deux facteurs (régions, modes de préparation) n’est
pas significative (P>0,05) (Annexe 8).
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Il est remarqué que M. deserti récoltée de Djanet présente des taux en polyphénols plus élevés
en comparaison avec ceux de la plante récolté dans la région de Ghardaia. il apparait que cette
différence peut étre due au facteur climatique (température, pluviométrie) qui caractérise les deux
régions, la nature du sol, le type du microclimat et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces
plantes (Belyagoubi, 2011 ; Djahra et al., 2012).

Il est & noter que nos résultats sont proches aux résultats obtenus par Belyagoubi (2011) et
Edziri et al. (2012), mais ils sont supérieurs aux résultats obtenus par Djeridane et al. (2010) ce qui
prouve que le lieu de la récolte, la période et la méthode d’extraction ont des influences significatives

sur la quantité des composes phénoliques extraite.

11.2.2. Teneur en flavonoides
Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides sont présentés dans la figure 8.
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Figure 8 : Teneur en flavonoides des différents extraits de M. deserti

Les résultats de dosage quantitatif des flavonoides révelent que les extraits aqueux de M. deserti
récoltée dans la région de Djanet est la plus riche en flavonoides par apport a ceux de la plante récoltée
dans la région de Ghardaia. La décoction présente le taux le plus important en flavonoides
(20,73%0,72 mg ER/g) suivi par I’infusion (13,13+1,02 mg ER/g) de la plante récoltée dans la région
Djanet. En ce qui concerne la plante récoltée dans la région de Ghardaia, nous observons que les
teneurs en flavonoides de la décoction et de I’infusion sont faibles et qui sont de 1’ordre de 7,7+1,8

mg ER/g et 3,71+0,06 mg ER/g respectivement.
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Des différences trés hautement significatives sont enregistrées entre les deux modes de

préparation et aussi entre les résultats obtenus pour les deux régions (P<0,001) (Annexe 9).

Cette différence dans les résultats peut étre liée aux conditions climatiques du biotope de
I’espéce, aux propriétés physico-chimiques de sol comme abiotique facteur de stress ou aux

différentes méthodes suivies lors de I’extraction (Medinski, 2007 ; Djahra, 2014).

Les teneurs en flavonoides des différents extraits aqueux de M. deserti sont supérieurs a celle
signalées par Djeridane et al. (2010) dans les extraits méthanolique de cette espéce, qui est de 1’ordre
de 2,20 mg ER/g. Cependant, elles sont faibles en comparaison avec les résultats obtenus par
Amessis-Ouchemoukh et al. (2014) de I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare (81,21 mg
ER/g).

11.2.3. Teneur en acides phénols
Les résultats obtenus par le dosage colorimétrique des acides phénols sont représentées dans la

figure 9.
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Figure 9 : Teneur en acides-phénols des différents extraits de M. deserti

Selon les résultats présentés dans la figure 9, nous constatons que les extraits aqueux
de M. deserti ont des taux trés variables des acides-phénols. En effet, les préparations de M. deserti
de la région de Djanet ont les concentrations les plus importantes en acides-phénols qui varient de
4,74+0,27 mg EAC/g pour I’infusion a 8+0,81 mg EAC/g pour la décoction. Neanmoins, la décoction
et I’infusion de M. deserti de la région de Ghardaia ont des teneurs faibles en acides-phénols qui sont
de 2,72+0,14 mg EAC/g et 1,47+£0,10 mg EAC/g respectivement.
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Les analyses de variance de ces résultats montre qu’il y a des différences tres hautement
significatives en teneurs en acides-phénols entre les deux régions et entre les deux modes de
préparation (P<0,001) (Annexe 10).

Les différences enregistrées entre la décoction et 1’infusion semblent étre dues a la durée de
d’ébullition de I’eau avec le matériel végétal (5 min). Armoskaite et al. (2011) ont indiqué que la
période de faire bouillir ’eau dans la décoction a une influence sur la quantité des composés

phénoliques.

Nos résultats sont nettement supérieurs en comparaison avec celui de Djeridane et al. (2010),
qui ont reporté que la teneur en dérivés hydroxybénzoique dans I’extrait méthanolique de M. deserti

est de I’ordre de (1,24mgEAC/Q).

11.2.4. Teneur en tanins condensés ou proantocyandines

Les tanins condensés sont quantifiés par la méthode de vanilline-HCI. Les résultats obtenus sont
présentés dans la figure 10.
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Figure 10 : Teneur en tanins condensés des différents extraits de M. deserti.

La figure 10 montre que les extraits de M. deserti de la région de Djanet ont les teneurs les plus
élevées en tanins condensés en comparaison avec celles des extraits de la région de Ghardara.
L’extrait obtenu par la décoction a le taux le plus important en tanins condensés (17,35+0.82 mg

EC/g) suivi par celui de I’extrait obtenu par infusion (12,76+£0.80 mg EC/g). Les extraits aqueux de
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M. deserti de la region de Ghardaia ont presque les mémes quantités des tanins condensés qui sont de

I’ordre de 6,88+0.24 mg EC/g pour la décoction et 6,86+0.26 mg EC/g pour I’infusion.

Cette augmentation des teneurs en tanins condensés dans les décoctés peut étre expliquée par
la destruction par la chaleur des polyphénols oxydases (PPO) qui font I’oxydation des composés
phénoliques conduisant a la diminution de la teneur en polyphénols. Ainsi, la rupture de liaisons entre
les polyphénols et d’autres substances (protéines, polysaccarides...) menant a 'accessibilité¢ a ces

principes actifs peut expliquer de sa part cette abondance (Mahmoudi et al., 2013).

Les analyses statistiques réalisées ont montré qu’il y a des différences trés hautement

significatives (P<0,001) en teneur en tanins condensés entre les deux régions (Annexe 11).

En termes de comparaison, les teneurs en tanins condensés de nos extraits sont relativement
faibles par rapport a ceux de I’extrait méthanolique de M. deserti rapporté par Belyagoubi et al.

(2014) ; dont ils ont trouvé une teneur égale a 25,02 mg EC/g.

11.3.Activités biologiques
11.3.1. Activité antioxydante
11.3.1.1. Testa ’ABTS

La figure 11 présente le pouvoir antioxydant en uM en équivalent de Trolox pour chaque extrait

aqueux évalué par le test ABTS.
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Figure 11 : Activité anti-oxydante évaluée par le test d’ABTS des différents extraits aqueux
M. deserti (UM ET/Qg).
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La lecture de ces résultats montre que les extraits aqueux de M. deserti de Djanet possédent

I’activité antioxydante la plus élevée en comparaison avec ceux de M. deserti de Ghardaia.

La concentration inhibitrice de chaque extrait aqueux de M. deserti et de standard Trolox
(analogue structural hydrosoluble de la vitamine E) nécessaire pour I’inhibition de 50% de

radicale cationique ABTS-* (ICso) sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1: ICso de I’activité antioxydante des extraits aqueux de M. deserti déterminée par le test
d’ABTS.

Région Mode de préparation ICs0 (Mmg/ml)
Décoction 0,28
Ghardaia Infusion 0,22
Décoction 0,85
Djanet Infusion 0,64
Standard Trolox 0,10

L’estimation de pouvoir anti-radicalaire des différents extraits de M. deserti et ce de
I’antioxydant de référence utilisé dans ce test le (Trolox), montre que tous les extraits ont une activité
puissante contre les dommages des radicaux libre. Mais ils ont tous présentent des activités

antioxydants inférieures a celles de 1’antioxydant de référence.

En termes de comparaison entre les résultats obtenus, les extraits de M. deserti récoltée de
Ghardaia expriment le pouvoir antioxydant le plus efficace avec une valeur d’ICso de (0,22 mg/ml et
0,28 mg/ml) pour celui préparer par infusion et décoction respectivement, suivi par ceux de 1’infusion
et la décoction de M. deserti récoltée de Djanet avec des valeurs d’ICso de (0,64mg/ml et 0,85mg/ml)

respectivement.

L’analyse de variance a deux facteurs (région et mode de préparation) pour le pouvoir
antioxydant d’ABTS (Annexe 12), prouvent une variation trés hautement significatives (P<0,001) de
I’activité antioxydante ABTS entre les deux régions, significative pour le mode de préparation
(P<0.05).

Cette capacité anti-oxydante des différentes préparations de M. deserti est due en grande partie

a la présence des composes phénoliques. Les tests de corréelation réalisés entre les teneurs en différents
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composés phénolique et I’activité antioxydante évaluée par le test d’ABTS ont montré qu’il y a une

corrélation positive entre ces deux paramétres (R?= 0,9134)

Ces résultats sont en accord avec celui reporté par Zaabat (2010) dans les différents extraits de
M. deserti. Les deux extraits de M. deserti récoltée de Ghardaia expriment une activité antiradicalaire
supérieure a celle signalés par Edziri et al. (2012) dans I’extrait méthanolique de méme espéce dont
I’ICsg est de 1’ordre de (0,35 mg/ml).

11.3.1.2. Piégeage du radicale de DPPH
Le pouvoir a piéger le radical du DPPH des différents extraits de M. deserti a été étudié , les

résultats exprimes en UM en équivalent Trolox, sont présentés dans la figurel2.
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Figure 12 : Activité antioxydante exprimée en uM en équivalent Trolox pour le test DPPH.

Les résultats présentés dans la figure 12 montrent que les extraits aqueux de M. deserti récolté
de Djanet ont les meilleures capacités a piéger le radical de DPPH celles de M. deserti récoltée dans
la région de Ghardaia.

Les valeurs d’ICsp des extraits aqueux de M. deserti et de Trolox sont présntées dans
le tableau 2.
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Tableau 2: ICso de I’ Activité antioxydante des extraits de M. deserti déterminée par le test
DPPH.

Région Mode de préparation ICso0 (mg/ml)
Décoction 0,86
Ghardaia Infusion 0,58
Décoction 1,84
Djanet Infusion 1,71
Standard Trolox 0,22

La concentration ICs la plus faible est signalée pour le Trolox avec une valeur de 0,22 mg/ml,
alors que les concentrations des extraits de M. deserti sont par ordre croissant : celle de 1’Infusion
avec ICso égale a 0,58mg/ml, suivi par la décoction avec ICso égale a 0.86mg/ml pour la plante
récoltée dans la régionde Ghardara, alors que les extraits de M. deserti de Djanet ont des valeurs

d’ICs0 de 1,71 mg/ml et 1,84 mg/ml pour I’infusion et la décoction respectivement.

Les résultats de I’analyse de variance ANOVA a deux facteurs (région, mode de préparation)
portés dans I’ Annexe 13, montrent une variation tres hautement significative (P<0,001) entre les deux

régions.

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux de M. deserti peut étre di a la richesse de ces derniers
par les composés phénoliques notamment les flavonoides qui ont la capacité de capturer les espéces
réactives de l'oxygene associees au stress oxydatif. En effet, ils sont capables d'inactiver et de
stabiliser les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif (Bougandoura,
2011).

D’apres ces résultats et celui de teste d’ABTS on peut constater que les préparations a base de
I’infusion peuvent donnés les valeurs d’ICso les plus efficace en comparaison avec celui de décoction.

L'infusion est le mode de préparation qui réserve a la plante ses principes actifs (Hammoudi, 2015).

Le pouvoir antioxydant de 1’extrait methanolique de M. deserti mentionnée par Edziri et al.

(2012) jugé comme efficace par rapport a nos résultats dont ils ont signalé¢ une valeur d’ICsp
de (0,15 mg/ml).
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11.3.1.3.  Pouvoir réducteur du fer (FRAP : Ferric reducing ability of plasma)
L’activité antioxydante des différents extraits aqueux de M.deserti a été egalement étudiée en
évaluant le pouvoir réducteur du fer, les résultats exprimés en uM en équivalent Trolox sont présentés
dans la figurel3.
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Figure 13 : Pouvoir réducteur de Fer exprimé en UM en équivalent de Trolox.

Quant aux pouvoir réducteur du fer, nous constatons que les extraits aqueux de M. deserti
possédent un pouvoir réducteur efficace, dont les deux extraits de M. deserti récoltée de Djanet

montrent le pouvoir le plus élevé en comparaison avec ceux de Ghardaia.
Les ICso des extraits aqueux de M. deserti et de Trolox sont illustrés dans le Tableau 3.

Tableau 3: ICso de I’activité antioxydante des extraits de M. deserti évalue pour le test de FRAP.

Région Mode de préparation ICs0 (mg/ml)
Décoction 2,24
Ghardaia Infusion 1,76
Décoction 8,19
Djanet Infusion 7,14
Standard Trolox 0,35

Les valeurs de ICso des différents extraits sont tous supérieur a celle de Trolox. Le meilleur
résultat est obtenu avec 1’extrait de M. deserti récoltée dans la région de Ghardara avec une 1Cso de

1,76 mg/ml, suivi par I’infusion de la plante pour la méme région avec ICso égale a 2,24 mg/ml, puis
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vient les ICso des deux extraits de Djanet qui sont de 7,14 et 8,19 mg/ml pour I’infusion et 1a décoction

respectivement.

D’apres les résultats de I’analyse de variance a deux facteurs (région, mode de préparation)
(Annexel4), nous observons des variations tres hautement significatives (P<0,001) de pouvoir

réducteur du Fer entre les deux régions et les deux modes de préparation (P<0.001).

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux de M. deserti sont probablement dues a la présence
des groupements hydroxyles libres (ne sont pas engagés dans des liaisons osidiques ou autres) dans
les composes phénoliques et plus particulierement les flavonoides qui sont reconnus comme des
substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les espéces radicalaires et les
formes réactives de I’oxygéne. En effet, Djahra (2014) a mentionné que les flavonoides les plus
efficaces sont ceux qui renferment des groupements 3',4'-dihydroxy sur le cycle B et/ou un

groupement 3-OH sur le cycle C.

Par ailleurs, Les tanins ont de grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phénols. Ils
ont la particularité d’inhiber la peroxydation des lipides, en agissant comme donneur de proton et
accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’auto oxydation (Djemai zoughlache,
2009).

L’étude de pouvoir antioxydant par les trois tests choisis dans ce travail (ABTS, DPPH et
FRAP) révele que ’activité antioxydante des deux extraits de M. deserti récoltée dans la région de
Ghardaia est trés importante par rapport a celle de M. deserti récoltée dans la région de Djanet, malgré
gue sont teneur en composés phénoliques est moins important. Par conséquences ces résultats sont
dus a la synergie des composeés phénoliques dans les extraits (Attou, 2011 ; Belyagoubi, 2012) et que
I’activité antioxydante dépend non seulement de la quantité des composés phénoliques mais aussi de
leur qualité (en point de vue structure) (Attou, 2011 ; Belyagoubi, 2012 ; Hammoudi , 2015 ; Laraba
et al, 2016).

L’analyse de corrélation entre les teneurs de différents composés étudie et le pouvoir
antioxydant évalué par les trois tests ABTS, DPPH et FRAP montre une fort corrélation entre ces

variables.

D’apres la matrice de corrélation portée dans 1’annexe 15 nous pouvons ensuite ressortir qu’il
y a une forte corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et 1’activité antioxydante ABTS et
DPPH avec un R de I’ordre 0,9557 et 0,9348 respectivement (Annexe 16 et 17). Par contre la teneur
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en tanins condensés montre une forte corrélation avec le pouvoir réducteur de Fer (FRAP) dont R est
de I’ordre de 0,9674 (Annexe 18).

11.3.2. Effet inhibiteur des extraits aqueux de M. deserti sur I’enzyme a-amylase
Afin de déterminer l'effet des quatre extraits de I’espéce Marrubium deserti sur I'activité de
'enzyme a-amylase in vitro, différentes concentrations de nos extraits ont été préparé pour tester le

pouvoir inhibiteur sur l'activité de I'enzyme.

L'Acarbose a été utilisé comme témoin positif pour lI'inhibition de I’a-amylase. La concentration
de l'extrait nécessaire pour inhiber 50% de I'activité de I’a-amylase dans les conditions de dosage a

été définie comme la valeur 1Cso. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4: ICso de I’effet inhibiteur d’a-amylase des extraits de M. deserti et de 1’ Acarbose.

Région Mode de préparation ICs0 (Mmg/ml)
Décoction 1,731
Ghardaia Infusion 1,251
Décoction 0,011
Djanet Infusion 0,619
Témoin Acarbose 0,083

D’apres le tableau 4, on constate que 1’ICso de de la décoction de M. deserti de la région de
Djanet sont nettement inférieur a celui de I’inhibiteur de référence (Acarbose) ; donc le pouvoir
inhibiteur de 1’a-amylase de cet extrait de M. deserti est trés puissante que 1’effet inhibiteur de
référence (Acarbose) cependant, 1’ICsg de I’infusion et la décoction de M. deserti de la région de
Ghardaia est de 1’ordre de 1,251 et 1,731 mg/ml respectivement qui sont supérieure a celle de
I’ Acarbose mais ces résultats montrent que ces extraits sont riches en molécules ayant la capacité a
inhiber I’a-amylase. Cela pourrait étre justifié que la nature de certains constituants (phénols,
flavonoides saponines, stéroides, alcaloides, terpenoides) présents dans l'extrait aqueux est

responsable en tant qu'inhibiteurs efficaces de I'a-amylase.

Dans notre étude, les extraits aqueux de M. deserti de Djanet ont montrés une activite inhibitrice
maximale de l'a-amylase qui peut étre attribuée a la présence des composés phénoliques puisque les
polyphénols ne sont pas seulement capables de réduire le stress oxydatif mais aussi d'inhiber les

enzymes hydrolysantes de glucides en raison de leur capacité a se lier a ces enzymes.
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Ces résultats rejoignent ceux trouvés par Mohammedi et Atik (2011) qui ont constaté que
I’activité inhibitrice de I’a-amylase est augmenté avec 1’augmentation de la teneur en COMPOSEs

phénolique totaux.

Les travaux realisés par Kandra (2004) ont montré que les extraits riches en composés
phénoliques, en particulier les tanins sont capables de se lier aux enzymes digestives et de les inhiber
grace a sa richesse en groupements hydroxyles. Les tanins se fixent aux a-amylases, la liaison peut
avoir lieu sur le site actif de I’enzyme, ces liaisons engendrant des complexes du type enzyme-

inhibiteur, puisque les tanins agissent comme inhibiteurs compétitifs des a-amylases (Kandra, 2004).

Sales et al. (2012) ont signalé que le potentiel inhibiteur des flavonoides est corrélé avec le
nombre de groupements hydroxyles dans leur cycle B. Ces composés inhibent 1’a- amylase par la
formation de liaison hydrogénes entre ses groupements hydroxyles et les résidus amino-acyles du site

actif de cette enzyme.

Les analyses statistiques réalisées, ont montré 1’absence des différences entre les ICso des

différents extraits aqueux (Annexe 19).
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Conclusion

Ce travail est intéressé a évaluer le pouvoir antioxydant et ’effet inhibiteur de I’enzyme
a-amylase des extraits aqueux de M. deserti. Les extraits aqueux sont obtenus selon deux modes
traditionnels de préparation qui sont I’infusion et la décoction de la partie aérienne de M. deserti

récoltée dans deux régions différentes (Ghardaia et Djanet).

L’analyse quantitative des composés phénoliques testés montre que 1’extrait de Djanet préparé
par décoction présente la teneur la plus élevé en polyphénols totaux (294,42 mg EAG/g), en
flavonoides (20,73 mg ER/g), en acides phénols (8 mg EAC/g) et en tanins (17,35 mg EC/g)

comparativement avec les autres extraits.

L’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisé par trois tests (ABTS, DPPH et FRAP). Ou
la totalité des extraits indiquent une activité antioxydant. Sachant que 1’extrait de Ghardaia obtenu
par infusion exprime 1’activité antioxydante la plus importante avec une ICsg de 1’ordre de 0,22

mg/ml.

Le test de I’activité de I’enzyme a-amylase montre que nos extraits aqueux ont un effet
inhibiteur sur I’enzyme a-amylase, et parfois mieux que I’inhibiteur de référence (Acarbose), dont la

meilleure inhibition a été enregistrée par 1’extrait aqueux de Djanet obtenue par décoction.

Les résultats de notre étude montrent et confirment 1’importance de Marrubium deserti en
Algérie pour ’'usage dans la pharmacie et la phytothérapie. Nous pouvons conclure que cette plante
est I’une des sources naturelles des substances bioactifs ayant un pouvoir antioxydant et un effet

inhibiteur de I’enzyme a-amylase.

Le piégeage des radicaux libres et I’inhibition de 1’a-amylase reste une stratégie pour le
traitement des complications du diabéte et I’obésité. Pour mieux développer ce domaine ; des études
approfondies sont nécessaires en utilisant des techniques sophistiquées telle que ’HPLC couplée a la
spectrométrie de masse ou RMN afin d’isoler et d’identifier les molécules inhibitrices de 1’a-amylase

a partir des différents extraits de M. deserti, en particulier les extraits aqueux.

Aussi, des etudes in vivo sur I’activité antidiabétiques de 1’extrait de M. deserti seraient
nécessaires pour mieux comprendre le mécanisme et le site d’action et de déterminer la dose

thérapeutique afin de développer des nouveaux médicaments efficaces.
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Annexe 1 : La gamme d’étalonnage de I’acide gallique
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Annexe 4 : Gamme d’étalonnage de catéchin
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Annexe 6 : Gamme d’étalonnage de Trolox pour le test DPPH.
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Annexe 7 : Gamme d’étalonnage de Trolox pour le test FRAP.
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Annexe 8 : Résultats de test de variance des teneurs en polyphénols.

S5 Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 272866.6 1 272866,6| 577,1463| 0,000000
Région 89267.0 1 89267.0| 185,8107| 0,000001
M. préparation 259777 1 259777 54.9460| 0,000075
Région™NM. préparation 1412.5 1 141250 2,9875 0122171
Error 3782.3 8 4728

Annexe 9 : Résultats de test de variance des teneurs en Flavonoides.

55 Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |153?‘.4BE_ 1 1637,482 1266,503 | 0,000000
Région 377077 10 377,777 311,185 0,000000
M. préparation 100,862 1 100,862 63,085| 0000017
Region™\._ préparation 9,810 1 9,810 8,081 0,021720
Error 972 8 1,214

Annexe 10 : Résultats de test de variance des teneurs en Acides phénols.

55 Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept IE‘IE.EEE?_ 10215 2227 1142 674 0,000000
Reégion h4 8696 1 54,8696 291,317 0,000000
M_ préparation 15 2325 1 15,2325 80,874 0000019
Région™M. préparation 3.0401 1 3.0401 16,141 0,003854
Error 1.5068 g 0,1883

III




Annexe

Annexe 11 : Résultats de test student (t-test) des teneurs en Tanins condenses.

Mean
D)

Mean
Gh

Variable

tvalue [dff p

Valid N
Gh

Valig N
)

Std.Dev. | Std.Dey.
Gh Dj

F-ratio p
Vanances | Vanances

tanins

6,680000| 15,05667 -7,61125 10 0,000018

b

6 0,222081) 2 622065

1394004 0,000046

Annexe 12 : Résultats de test de variance de potentiel antioxydant ABTS (UM).

Effect

5§

| Degr. of

Freedom

MS

F p

Région

[4.008941E+09

M. préparation

E GOOB5EE0E

Region*M. preéparation

2.570345E+06

Error

5,465861E+08

4,008941E+03
5,609656E+03

1
1
1 2,570345E+06
B

6,832327E+07

58,67608 0,000060
6,21046/ 0,020977
0,03762 0,851042

Annexe 13 : Résultats de test de variance de potentiel antioxydant DPPH (UM).

Effect

S5

Degr. of
Freedom

MS

F p

Région

3,978375E+09

M. preparation

6,171822E+08

Région™M. préparation

1,287232E+08

Errar

1.410917E+09

1/ 3,978375E+09
1 6,171622E+08
11,267232E+08

g 1,763647E+08

22 55767 0,001446
3,49947 0,098303
0,72987 0417772

Annexe 14 : Résultats de test de variance de potentiel antioxydant FRAP (uUM).

55 Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |1.233592E+DE|_ 1/ 1,233592E+09| 481.7192| 0000000
Région 2.528099E+08 1| 2,528099E+058| 98.7226 0.000009

M. préparation

4.824030E+07

Fegion*\. préparation

5.892326E+06

Errar

2.048649E+07

1) 4,824030E+07

IV

1 5,892326E+06
8 2,560811E+06

18.8379| 0,002478
2.3010] 0167768
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Annexe 15 : Matrice de corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et les activités

antioxydantes.

Variable | PPT | FLV | A_ phé | tanins | ABTS | FRAP | DPPH
PPT__ [1.0000] 9791 9893 9317 .9557| ,9299] 9348
p= — p=.000 p=.000 p=.000] p=.000 p=.000| p=.000
FLV 9791/ 1.0000] ,9800] 9606/ 9067 .9484] 8742
p=.000] p=-—| p=_000|p=.000] p=.000 p=.000 p=.000
A. phé 9893 .9800] 1.0000] .9513[ .9311] 9321 9183
p=.000] p=.000 p=—|p=.000] p=.000 p=.000 p=.000
tanins 9317 9606/ .9513[1.0000] .B661] 9674 _B369
p=.000| p=.000 p=.000 p=—| p=.000 p=.000 p=.001
ABTS 9557|9067 .9311] .8661] 1,0000] 8625 9017
p=.000/ p=.000 p=.000p=.000 p=— p=.000 p=.000
FRAP .9299] 9484 9321 9674 ,8625] 1,0000] .8086
p=.000/ p=.000 p=.000p=.000| p=.000 p=— p=.001
DPPH 9348 .8742] .9183] 8369 .9017| .8086 1,0000
p=.000] p=_000| p=_000|p=.001] p=.000 p=.001 p=—

Annexe 16 : Corrélation entre les teneurs en polyphénols et pouvoir antioxydant de ABTS.

20000

70000 |
60000 |
50000 |

40000 |

ABTS

30000 |
20000 |

10000 |-

ol

| PPTABTS: y = 8300,4982 + 197 0389, = 0,9134 o ~

150 200 250 300

PPT

50 100

350




Annexe

Annexe 17 : Corrélation entre les teneurs en polyphénols et pouvoir antioxydant de DPPH.
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Annexe 18 : Corrélation entre les teneurs en polyphénols et pouvoir antioxydant de FRAP.
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Annexe 19 : Résultats de test de Variance pour I’effet inhibiteur de a-amylase

tyalye

Mean | Mean Valid N | Valid N | Std.Dev. StdDev. | F-ratio D
Vaniable |  Gh [) Gh | D | Gh D | Vanances | Variances
||C al \1.491[][][] 0315000 3036257 2 0093507 2 2 0339411 0429921 1604444 (850893

d[‘ D
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