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Résumé: L'objectif de cette étude est d’évaluer in vitro I'activité hémostatique des métabolites secondaires des
feuilles de Marrubium vulgare. L’analyse qualitative de I'extrait aqueux (EAQ) par la chromatographie sur couche mince a
révélé la présence de la quercétine, la rutine et le kaempférol. La quantification des phénols totaux par la méthode de Folin
Ciocalteu et des flavonoides par la méthode AICI; a donné des valeurs élevées avec 'EAQ : 175 + 0,80 mg EAG/100g de
MS, 23,86 + 0,36 mg EQ/100g de MS. De plus, le dosage des tanins condensés par la méthode de la vanilline a montré que
'EAQ contient la valeur la plus élevée : 16,55 + 0,03 mg E-Catéchine/100g de MS. L’évaluation de I'activité hémostatique
par la méthode de recalcification du plasma décalcifié nous a permis de découvrir I'effet anticoagulant de 'EAQ lyophilisé
des feuilles de M. vulgare. Une corrélation linéaire positive entre les deux parametres étudiés (la teneur en tanins
condensés et 'activité hémostatique (r = 0,96)) ont permis de mettre en évidence un rdle probable de ces composés qui
sont des vaso-constricteurs puissants dans I'activité hémostatique.

Mots clés : Marrubium vulgare L; extrait aqueux; dosage des composés phénoliques; activité hémostatique; tanins
condensés.

|. Introduction

L’analyse de coagulation sanguine pour empécher I'hémorragie ou éviter le souffrant de
thrombose nous a motivé de rechercher de molécules bioactives naturelles capablent de coaguler le
sang en testant I'activité hémostatique. Marrubium vulgare L. (Lamiaceae), riche essentiellement en
composés phénoliques, est employée couramment dans la médecine traditionnelle pour guérir
certaines maladies [1, 2, 3].

Marrubium vulgare posséde des effets hypoglycémiants et hypolipidémiants [2, 4, 5]. Arellano et al.
[4], ont démontré que cette plante diminue la glycémie (effet hypoglycémiant) et les taux de lipides
sériques (effet hypolipimiant) chez les patients diabétiques de type 2 (syndrome polyuro-polydipsie).
Une étude plus récente établie par Elberry et al. [2], a montré que I'administration de I'extrait
méthanolique du marrube (500 mg/Kg par jour) chez les rats diabétiques induits par la
stréptozotocine a eu comme effet une réduction considérable du glucose en entrainant la stimulation
du pancréas [2], vasorelaxant et antihypertensif par effet antagoniste calcique, provoque une
relaxation artérielle identique a celle de Il'amlodipine et supérieure a celle de [I'adrénaline

© 2014 Algerian Journal of Natural Products (Online ISSN: 2353-0391), DOI : https://doi.org/10.5281/zenodo.556745
This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-Non Commercial 4.0 International License



https://doi.org/10.5281/zenodo.556745

Algerian Journal of Natural Products 2:2 (2014) 64-74 65

(marrubénol), entraine une correction du dysfonctionnement endothélial dG a I'’hypertension [6],
anticholinestérase contre I'acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase sous I'action de I'eugénol [7].

M. vulgare posséde aussi un effet antioxydant [8], en effet la richesse de cette plante par des
phénylpropanoides glycosides a pu expliquer son activité antioxydante, en empéchant I'oxydation de
LDL et augmentant le transport renversé de cholestérol et peuvent empécher ainsi le développement
des maladies cardiovasculaires. Ces propriétés antioxydantes augmentent le potentiel anti-
athérogénique de HDL en favorisant le flux de cholestérol dans les macrophages humains THP1 [1],
antimicrobien selon les travaux de Castillo-Juareza et al. [9], I'extrait méthanolique de la plante M.
vulgare & une concentration de 31.2 pg/ml possede une activité anti-Helicobacter pylori ATCC 43504
significative. Cela est d0 au flavonoide (la quercétine) qui a un effet inhibiteur sur 'uréase de la
bactérie [10]. Une autre étude réalisée par Molina-Salinas et al. [11] a révélé que [lextrait
méthanolique, aqueux, I'extrait de I'acétone et de I'hexane de la plante ont eu I'effet inhibiteur efficace
contre Mycobacterium tuberculosis (agent causatif de la tuberculose) a une concentration supérieur a
200 pg/ml [11], antispasmodique, anti-inflammatoire par inhibition de la cyclooxygénase Cox2,
analgésique [12,13]. Ce potentiel d’activités biologiques est di a la richesse de M.vulgare en
principes actifs: les diterpénes comme la marrubiine et le marrubénol [14], les flavonoides comme
ladanéine, I'apigénol, le quercétol [15], les huiles essentielles comme I'eugénol, B-caryophylléne [16],
les acides phénoliques comme l'acide gallique [16] et les tanins [17]. Récemment, Ohtera et al. [18]
ont pu identifier un nouveau composé a partir de I'extrait méthanolique de M. vulgare c’est I'acide 6-
octadécynoique. L'objectif global de cette étude est de déterminer la teneur des extraits de M.
vulgare en métabolites secondaires particulierement en tanins condensés et d’évaluer in vitro I'activité
hémostatique des extraits des feuilles de cette plante par la méthode de recalcification du plasma
décalcifié.

Il. Matériels et Méthodes
II. 1. Matériel vegetal

L’espéce sélectionnée a été collectée dans leur habitat naturel. Le Marrubium vulgare récolté
dans la région de Touffana a 52 Km de la ville de Batna (Nord-est de I'Algérie) entre le mois d’Avril et
Mai 2012. Apres la récolte, le matériel végétal est séché a I'ombre (a température ambiante) dans un
endroit sec et aéré, afin de préserver au maximum l'intégrité des molécules, en minimisant les divers
mécanismes de fermentation et de dégradation inhérents au caractére organique de cette matiére
premiere. Ensuite, le matériel végétal est séché dans une étuve a 30°C pour éliminer 'humidité totale,
puis finnement broyé au laboratoire de Zootechnie (Institut des Sciences Vétérinaires et Sciences
Agronomiques

Il. 2. Préparation des extraits des feuilles de Marrubium vulgare

Selon le protocole de Diallo et al. [14], les différents types d’extraits ont été préparés a partir des
feuilles pulvérisées (100g) en utilisant 1L des solvants a polarité croissante (éther de pétrole,
dichlorométhane, butanol, méthanol). A la fin de I'extraction, les quatre extraits organiques ont été
concentrés sous vide au Rotavapor (HEIDOLPH ROTAVAPOR) aux températures 35 C°, 40 C° et 50
C° respectivement. Aprés concentration, ces extraits ont été séchés a l'air libre. Pour I'extrait aqueux,
une macération aqueuse de 100 g de la poudre a raison de 1 L d'eau distillée a également été
effectuée. L’extrait aqueux obtenu est ensuite centrifugé a 1000 tours/min pendant 10 minutes pour
se débarrasser des débris de plante. La phase aqueuse du macérat a été ensuite filtrée sur un papier
filtre. Le filtrat obtenu est ensuite mis dans des tubes, congelé & -20°C puis lyophilisé. La congélation
de l'extrait lyophilisé a -20°C est une condition nécessaire afin de garder intacte les molécules
extraite de la partie aérienne de M. vulgare.

II. 3. Criblage phytochimique
II. 3. 1. Caractérisation des Flavonoides (Test de Shibata ou Shinoda test)
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La présence des flavonoides dans les différents extraits a été mise en évidence par la réaction a
la cyanidine. Une quantité de 0,5 g de chaque extrait a été dissous dans 1,5 ml du méthanol (50%) et
chauffé sur le bain d'eau bouillante. Cing ml d'HCI et quelques fragments de magnésium ont été
ajouté. Apres dégagement d'hydrogéne par réduction des flavonoides aglycones en anthocyanes,
nous obtiendrons une coloration rouge [15].

II. 3. 2. Caractérisation des Tanins (Test au FeCl3)

Une quantité de 15 ml du réactif de Stiasny a été ajoutée a 5 ml de chaque extrait. Le mélange a
été maintenu au bain-marie a 80°C pendant 30 min. L’'observation d’un précipité en gros flocons
caractérise la présens des tanins catéchiques. Pour les tanins galliques, nous avons filtrés la solution
précédente. Le filtrat est recueilli et saturé d’acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes de FeCls;
provoque I'apparition d’'une coloration bleu-noir intense, signe de la présence de tanins galliques [16].

Il. 4. Caractérisation des extraits agueux par chromatographie sur couche mince (CCM)

Les cing extraits ont été analysés en utilisant la chromatographie sur couche mince en tant
gu'empreinte digitale. Des plagues en aluminium (silica-gel, de marque Merck, 60 GF,s, de taille 20 x
20 cm ont été utilisées en employant un éluent: chloroforme/méthanol /eau (65:35:5; v/v/v) en tant
gue systeme de solvants pour les extraits polaires, tandis que pour les extraits apolaires en utilisant:
I'éther de pétrole/acétate éthylique (80:20; v/iv) [14].

Sept témoins ont été employés: la quercétine, la rutine, le kaempférol, I'acide gallique, I'acide
caféique, acide trans-Cinnamique, acide 4-hydroxybenzoique (Sigma Aldrich). La chromatographie
sur couche mince a été observée sous la lampe UV a 254-366 nm et par la pulvérisation du réactif: la
vanilline sulfurique. La détection des composés ayant un balayage d'activité de DPPH est effectuée
par pulvérisation d'une solution méthanoligue de DPPH (a 2 mg/ml). Les taches jaunes indiquent la
présence des composés actifs. Les rapports frontaux (Ry) des taches résultantes de la séparation ont
été calculés et comparés a ceux des témoins [14].

Il. 5. Dosage des polyphénols totaux

200 pl de chaque extrait ont été mélangés a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dix fois et a 2
ml de H,O, et incubés a la température ambiante pendant 4 minutes. Aprés addition de 0,8 ml de
bicarbonate de sodium de 7,5 % au mélange, les polyphénols totaux étaient déterminés aprés 2
heures d'incubation a la température ambiante. L'absorbance de la couleur bleue a été mesurée au
Amax = 765 nm avec un spectrophotometre de Shimadzu UV-VIS. La quantification a été faite en
utilisant une courbe standard de l'acide gallique. Les résultats ont été exprimés en milligrammes
d'équivalents d'acide gallique (EAG) par 100g de la matiere seche [19].

Il. 6. Dosage des flavonoides totaux

Une quantité de 1 ml de chaque échantillon et de standard (préparée dans le méthanol) a été
ajoutée a 1 ml de la solution d'AICI; (2 % dissous au méthanol). Aprés 10 minutes, I'absorbance a été
mesurée par rapport au blanc préparé de réactif au Anx = 430 nm. Les concentrations des
flavonoides ont été déduites a partir de la courbe d'étalonnage établie avec la quercétine (0-35
Mg/ml). Les résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalents de quercétine par 100g de la
matiére séchée: mg EQ/100g de la matiére séche [20].

Il. 7. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode de la vanilline décrite par Julkumen-
Titto [21]. En effet, la vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités terminales des
proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont l'intensité est proportionnelle aux taux de
flavanols présents dans le milieu et qui présente un maximum d’absorption a 500 nm de longueur
d’onde.
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Des aliquotes de 0,1 a 1 ml de la solution mére (0,5 mg/ml) de catéchine et des extraits ont été
introduits dans une série de tubes a essai, le volume finale dans chaque tube a été complété a 1ml
par addition de méthanol absolu. 1,5 ml de la vanilline & 4% solubilisé dans le méthanol et 750 pl de
'HCI (12M) a 37% ont été ajoutés et a une minute d’intervalle & chaque tube de la série et mis par la
suite au bain marie réglé a 30°C pendant 20 minutes. Les résultats ont été exprimés en milligrammes
d'équivalents de catéchine (mg EC) par 100g de la matiere séche.

Il. 8. Test de I'activité hémostatique

Ce test a été effectué in vitro sur le plasma sanguin provenant d’'une personne saine adulte méale
(25 ans) avec l'extrait aqueux de la partie aerienne du Marrubium vulgare. Le principe de ce test
consiste a mesurer le temps de coagulation d’'un plasma décalcifié aprés recalcification [22]. Pour
cela, Le sang est recueilli sur citrate de sodium chez des sujets sains. Le plasma est obtenu a partir
du sang centrifugé a 3600 tours par minute, pendant 10 minutes.

Ensuite, A l'aide d'une micropipette des volumes de 10 pl & 500 pl, nous avons reparti a raison de
10ul, 50 pl, 100 pl, et 200 pl d’extrait aqueux (100 mg/1ml) dans des tubes a essai pour chaque
volume. Un autre tube a essai vide a servi de témoin n'a regu aucune dose de I'extrait. Les tubes sont
maintenus au bain marie a 37° C. Nous ajoutons dans chaque tube 200 pl de plasma et 200 pl de
chlorure de calcium (Cacly) a 0,025M.

Le chronometre a été déclenché des la pénétration du plasma dans le tube. Les observations
ont commencés dés toutes les 30 secondes au début, puis fréquemment par la suite, jusqu’a ce
que I'on observe la prise en masse du caillot, en notant le temps de coagulation pour les 2 tubes de
chaque dose. L'évaluation de la coagulation a été faite en penchant le tube sous un angle de 45° afin
de constater la présence ou non d'un coagula. Le test est positif si le temps de coagulation d'un sang
contenant un extrait est inférieur a celui du sang témoin.

II. 9. Analyse statistique

Toutes les mesures expérimentales ont été effectuées en triple et sont exprimées en tant que
moyenne d'écart type + de trois analyses (moyen (SE) + d'écart type). L'analyse statistique a été
exécutée en utilisant I'analyse de la variance a sens unique (ANOVA). Si la P-valeur globale s'avérait
statistiguement significative (P < 0,05). Toute l'analyse statistique et I'importance de la corrélation
entre les variables ont été exécutées en utilisant le logiciel (Graph Pad Prism V 5.00).

[ll. Résultats et Discussion
lll. 1. Rendement des extraits de Marrubium vulgare

Chaque extrait a été caractérisé par son rendement, son aspect et sa couleur par rapport a la
poudre séche. Ces éléments sont présentés dans la Figure 1.
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Figure 1. Rendement des extraits des feuilles de Marrubium vulgare en fonction des
solvants de polarité croissante.

© 2014 Algerian Journal of Natural Products (Online ISSN: 2353-0391), DOI : https://doi.org/10.5281/zenodo.556745
This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-Non Commercial 4.0 International License




Algerian Journal of Natural Products 2:2 (2014) 64-74 68

Les résultats présentés dans la figure 1 montrent que l'extrait aqueux (EAQ) lyophilisé donne la
valeur la plus élevée (12,98 %), suivi par I'extrait méthanolique (EMeOH) qui a donné un rendement
de (10,9 %). Cependant, l'extraction a I'éther de pétrole, qui a pour but de délipider la matiére
végétale, a conduit a un rendement faible de 2,1 %. Nous pouvons dire que les solvants polaires
donnent des rendements meilleurs que les solvants apolaires, étant donné que les solvants polaires
ont la capacité de diffuser a l'intérieur de la poudre végétale, d'atteindre la matrice végétale et de
récupérer par conséquent le plus possible des métabolites. Tandis que les solvants apolaires, non
miscibles avec I'eau, n'ont pas la capacité d’extraire le maximum des molecules bioactives a cause
de la présence de I'eau contenue dans le tissu végétal.

Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par d'autres auteurs, plus récemment Stankovi¢ [23]
a préparé cing extraits, un a l'acétone, un a l'acétate d'éthyle, un a I'éther de pétrole et deux extraits
polaires (aqueux et méthanolique) a partir de la plante Marrubium peregrinum et a montré que
I'extraction méthanolique permettait d'atteindre un rendement de 1.98 + 0.082 g, alors que l'extraction
a I'éther de pétrole conduisait a un rendement limité de 0.15 + 0.014 g. Il s'ensuit, que le rendement
d'extraction et la composition des extraits varient selon la nature du solvant, la période, le lieu de la
récolte et la durée de séchage. La méthode d'extraction peut influer elle-méme sur le rendement
d'extraction, Erdogan-Orhan et al. [7] ont réalisé une extraction par lixiviation a chaud (percolation
type soxhlet 8 a 12h) de M. vulgare en utilisant 'acétone comme solvant. Ces auteurs ont obtenu un
rendement de 6,6 % (P/P), valeur sensiblement supérieure a celle que nous avons obtenu dans cette
étude en utlisant le dichlorométhane (5,28 %) (P/P). Cela peut est expliqué probablement par l'effet
gue l'efficacité de I'extraction au soxhlet est li€ée au solvant qui se condense et qui vient au contact du
végétal est toujours pur, permettant de meilleurs coefficients de partage, alors que dans le cas de la
maceération, le solvant utilisé pour I'extraction de la matiere végétale peut arriver a un certain degré de
saturation et perdre progressivement sa capacité d'extraction au cours du procédé.

[ll. 2. Chromatographie sur couche mince (CCM):

Le suivi des extraits par chromatographie sur couche mince en utilisant le réactif de Godin a
montré plusieurs taches dans chaque extrait. Aprés comparaison avec les standards disponibles, les
taches ont été éluées dans le systeme CHCIls/MeOH/H,0 (65:35:5). Nous avons révélés la probabilité
de présence de l'acide gallique (R; = 0,82) qui a été identifié dans nos précédents travaux [8], de la
guercétine (R; = 0,66), de la rutine (R= 0,51), de kaempférol 3-O-glucoside (R= 0,62) dans 'EMeOH.
Ces flavonoides ont été mis en évidence et purifiés a partir de différents végétaux. Par exemple,
Rigano et al [24] ont identifié et purifié 11 flavonoides a partir de I'extrait méthanolique de la plante
Marrubium globosum dont le kaempférol-3-O-glucoside et la quercétine. De plus, deux nouveaux
métabolites ont été révélés pour la premiére fois : l'acide trans-Cinnamique : CoHgO, (R= 0,59) et
l'acide 4-hydroxybenzoique : C;HsOz; (R= 0,54). Les taches des chromatogrammes des extraits
d’éther de pétrole (Rf = 0,18; 0,34; 0,47; 0,71), dichlorométhane (R¢= 0,25; 0,47; 0,72; 0,69) se
colorent en violet aprés révélation au réactif de Godin. Ces taches indiquent la présence,
probablement des stérols et des triterpénes.

Aprés révélation a I'aide d’'une solution méthanolique de DPPH a 2 mg/ml (mise en évidence de
I'activité antiradicalaire), les extraits dichlorométhanique, butanolique, méthanolique et aqueux ont
donné des taches jaunes, ce qui indique que les composés antioxydants inclus par chaque extrait ont
la capacité de réduire le radical de DPPH.
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Figure 2. Chrommatogrames des extraits de M. vulgare: (a) Activité antiradicalire de 'EAQ de M. vulgare
(révélation par une solution méthanolique de DPPH). (b) Mise en évidence des stérols et triterpénes dans
I'EDcM et 'EEp de Marrubium vulgare.

lll. 3. Dosage des Polyphénols et des Flavonoides :

Le contenu phénolique dans les extraits examinés de M. vulgare utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu est exprimé en termes d'équivalents d'acide gallique (courbe d’étalonnage : y = 0,008x +
0,070; R? = 0,992). Les résultats obtenus, exprimés en mg EAG/100g de la matiére séche (Figure 3),
varient entre 25 + 0,2 et 195 + 0,36 mg EAG/100g de MS. La concentration la plus élevée des
phénols a été mesurée dans I'extrait méthanolique et aqueux. La teneur élevé en polyphénols dans
I'extrait méthanolique est liée a la solubilité élevée des phénols dans les solvants polaires.
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Figure 3. Teneur des polyphénols totaux dans les extraits de M. vulgare.

Les concentrations des flavonoides dans les différents extraits du Marrubium vulgare,
reprénsentée par la Figure 4, a été déterminée en utilisant la méthode spectrophotométrique avec du
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chlorure d’aluminium. Cette concentration est exprimée en mg équivalent de quercétine EQ/100g
de la matiére séche. La courbe d’étalonnage : y = 0,032x — 0,002; R? = 0,994. Les résultats obtenus
montrent que les concentrations des flavonoides dans les extraits de M. vulgare varient entre 3,15 et
33,10 mg EQ/100g de MS. La concentration des flavonoides dans I'extrait de méthanol était 33,10 +
0,60 mg EQ/100g de MS, suivie par I'extrait aqueux lyophilisé (23,86 + 0,36) et butanolique (20,90 +
0,78). La plus faible concentration de flavonoide a été mesurée dans I'EEp (3,15 + 0,17 mg EQ/100g
de MS). La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante dépend de la polarité des
solvants utilisés dans la préparation des extraits [8, 25].

30 -

25 -
20 -
15 - ’ ’

10 -
5 - v ‘

Teneur en flavonoides
(mg EQ/100g de MS)

Figure 4. Teneur en flavonoides dans les extraits de M. vulgare.

La teneur des molécules bioactives varient selon certains parametres pendant la croissance de
la plante telles que: la salinité, sécheresse et exposition solaire qui agissent sur la biosynthése des
métabolites secondaires. [26]. Selon Wojdylo et al. [27], la teneur en composés phénoliques variées
également en fonction de la méthode d'extraction. En outre, Wojdylo et al. [27] ont testé six espéces
de Labiatae, ils ont constaté que les teneurs phénoliques totales de ces six espéces ont diminuées
dans l'ordre suivant : baume > sauge > marrube > romarin > thymus > origan. La teneur en
composés phénoliques peut correspondre en premier lieu aux flavonoides, car selon certains auteurs,
le Marrube contient des taux significatifs en flavones et en flavonols [28]. La teneur en composés
phénoliques des extraits organiques et aqueux peut correspondre secondairement aux tanins sous
forme condensée, aux acides phénoliques. Ainsi, Wojdylo et al. [27] ont indiqué la présence de l'acide
caféigue, l'acide p-comarique et l'acide férulique. Il faut tenir compte que le contenu en composés
phénoliques totaux peut correspondre a un moindre degré aux stérols présumés étre dans le Marrube
[29, 30]. Selon Boizot et Charpentier [31]; Gomez-Caravaca et al. [32], les résultats de dosage des
composés phénoliques totaux ne peuvent pas indiquer exactement les teneurs des extraits en ces
composes, parce que malgré la sensibilité de la méthode de Folin Ciocalteu, ce réactif peut réagir
encore avec les acides aminés aromatiques des protéines (surtout avec le tryptophane), les glucides
réducteurs comme le glucose et le fructose et la vitamine C (problemes d'interférences).

La teneur en flavonoide varie en fonction de solvant utilisé, c'est pourquoi, Bruneton [33];
Stankovi¢ [23] ont signalé que les hétérosides de flavonoides sont solubles dans les solvants polaires
comme les mélanges méthanol-eau parfois et I'Acétonitrile-eau, alors que pour les génines (partie
aglycone des flavonoides) sont solubles dans les solvants apolaires. Dans ce dosage, il est apparait
gue la plupart des flavonoides de M. vulgare sont des flavonoides glycosylés car ont le pouvoir d'étre
mieux solubilisé dans les solvants polaires que les solvants apolaires.

lll. 4. Dosage des tanins condensés
Les concentrations des tannins condensés sont reportées dans le Tableau 1.
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Tableau 1. Contenu total de tanins condensés dans les extraits de feuilles de M. vulgare.

Extrait Tanins *

Ether de pétrole -
Dichlorométhane -
n-Butanol 0,92 +0,16

Méthanol 5,75+ 0,42
Eau (extrait aqueux) 16,55 + 0,03 **

" mg EC par 100 g de la matiére séche ;
** valeur hautement significative (P< 0,001).

D’apreés le tableau 1, I'extrait aqueux contient la teneur en tanins la plus élevée (16,55 + 0,03
mg EC par 100g de MS). Ce resultat est en accord avec de nombreux résultats de chercheurs qui ont
indiqués que l'extrait aqueux enregistre des teneurs les plus élevées en tanins condensés suivie par
I'extrait éthanolique. Par contre, le méthanol extrait faiblement les tanins quel que soit la méthode
d’extraction. Cependant, a haute température, I'eau et I'acétone extraient aussi des substances
indésirables comme les protéines, les lipides et les colorants non phénoliques qui causent des
interférences lors de dosage des tanins. Nous pouvons alors conclure que lI'extraction des tanins
condensés dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires. Or, les
teneurs en tanins condensés peuvent étre variables aussi en raison de plusieurs facteurs tels que : la
sensibilité des tanins a des plusieurs voies de dégradation (I'oxydation, la lumiére...), le stade de
maturité des fruits, les conditions culturales, climatiques, pédologiques ou le stress de prédation [34].

lll. 5. Activité hémostatique
Le choix d’étudier I'activité hémostatique sur I'extrait aqueux de la plante Marrubium vulgare

est motivé en raison de son utilisation déclarée en médecine traditionnelle par macération ou
décoction dans I'eau.

Tableau 2. Temps de recalcification du plasma en tube de I'extrait aqueux des feuilles séches de
Marrubium vulgare.

Volume de Temps de coagulation (en second)
I'extrait (en pl)
Plasma avec I'extrait Témoin
20pl 1.33 (93s)
50ul 1.22 (82s) 1.51 (111s)
100ul 1.19 (79s)
200ul 1.16 (76s)

Aux doses de 20 pl, 50,100 et 200 ul successivement de I'extrait lyophilisé des feuilles séches
de Marrubium vulgare confére une diminution du temps de recalcification de plasma in vitro en tube.
C’est une diminution dose dépendante de cet extrait, donc notre extrait accélére la coagulation du
plasma. Ce résultat est une indication intéressante en faveur d'une activité hémostatique et
astringente de l'extrait aqueux de Marrubium vulgare. Il est important de souligner ici que cette
activité astringente favorise la vasoconstriction, ce qui est un parameétre important dans I'hémostase.
Cette vasoconstriction est due a la présence de tanins dans cette plante. Ces résultats sont
semblables a ceux trouvés par Aouissa [35]. Ce dernier a constaté que la propriété astringente est
liee a la teneur des tanins dans les feuilles de Mangifera indica. Ce résultat a été confirmé par
Dandjesso et al. [36] en étudiant les extraits des feuilles de quatre plantes médicinales couramment
vendus par les herboristes dans le sud du Bénin pour le traitement des saignements, il s’agit des
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plantes suivantes : Annona senegalensis, Newbouldia laevis, Cassytha filiformis et Cissampelos
mucronata.

En effet, les tanins ont un effet hémostatique et vasoconstricteur sur les petits vaisseaux, ainsi
que leur utilisation contre les varices et les hémorroides [33]. Selon Bruneton [33], les tanins utilisés
par voie orale, sont vasoprotectrice; ils limitent la perte des liquides et favorisent la régénération des
tissus en cas de blessure ou de brilure superficielle.

temps de coagulation

150

M temoin
100 H 20puL
50 m 50puL
0 A T T . . . H 100pL
N N = 200pL

S
D

Figure 5. La diminution du temps de recalcification avec la croissance de dose de l'extrait aqueux des feuilles
séches de Marrubium vulgare.

D’aprés les résultats trouvés, nous pouvons dire qu’il existe une corrélation linéaire positive
entre les deux paramétres étudiés : la teneur en tanins condensés et I'activité hémostatique (r =
0,96).

V. Conclusion

Les résultats obtenus dans ce travail confirment [I'importance et [I'effet thérapeutique de
I'espéce M. vulgare. Cette plante es considérée une source naturelle de composés anticoagulants
d'importance élevée. L’analyse qualitative par la CCM a montré la présence de I'acide gallique, la
guercétine, la rutine, kaempférol 3-O glucoside et deux nouveaux métabolites: I'acide trans-
Cinnamique et l'acide 4-hydroxybenzoique. La concentration la plus élevée des composés
phénoliques a été obtenue en utilisant des solvants de polarité croissante. L’extrait méthanolique a
donné la plus grande valeur en composés phénoliques et en flavonoides. Tandis que, I'extrait aqueux
lyophilisé a donné la valeur la plus élevée en tannins condensés. Le contenu élevé des composés
phénoliques et la corrélation linéaire significative entre les valeurs de la concentration des composés
phénoliques et l'activitté hémostatique a indigué que ces composés contribuent a [l'activité
anticoagulante. Cela peut étre di aux groupements hydroxyles phénoliques des tanins comme le
catéchine capables de réagir avec de fortes liaisons hydrogéne avec les atomes de la protéine de
liaison peptidique en inhibant la thrombine par exemple, une enzyme protéolytique qui transforme le
fibrinogene une molécule soluble en une molécule insoluble, la fibrine. Des études plus approfondie
in vivo sur l'activité antidiabétique, anti-inflammatoire, anti-apoptotique et antiproléfirative seraient
nécessaires dans les années a venir pour mieux comprendre le mécanisme d’action des molécules
bioactives de cette plante, leur dose thérapeutique ainsi que leur site d’action au niveau de la cellule.
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