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Résumé

L'Origanum vulgare L connus sous le nom zaéter, est une plante médicinale largement utilisees
dans la médecine traditionnelle Algérienne. Ce travail a pour objectif de valoriser cette plante en
vue de découvrir de nouveaux principes actifs thérapeutiques. Afin d’acquérir le maximum
d'information sur les usages de 1’origan dans la médecine traditionnel, une étude ethnobotanique
a été mené aupres d’une population dans la région de BBA et de Seétif. L'analyse des résultats
obtenus montre que la population locale utilise les rameaux de feuilles pour traiter certain
nombre de pathologie tels que; les maladies respiratoires, digestives, rhumatismales,
dermatologiques et les affections ORL. Les modes de préparation les plus employés sont
I’infusion, macération et la décoction. Cette étude constitue une base de données pour la
valorisation de cette plante en laboratoire. Dans cette optique 1’extraction méthnolique des
composés phénoliques de I’origan a été réalisée par macération avec un rendement d’extraction
de 12.9 %. La teneur totale en polyphénol et en flavonoides a été déterminée par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium, les résultats ont montré que
I’extrait brut de 1’Origanum vulgare L est riche en polyphénols et en flavonoides
(217,708 £ 0,01 mg EAG/g 6,61 + et 0,08 mg EQ/gE respectivement). Les résultats d'activité
antioxydante in vitro utilisant le test de DPPH ont démontré que 1’extrait brut exerce une activité
antiradicalaire puissante avec une ICso de 27,39 + 1,4 pg/ml. D'autre part, l'activité
antibactérienne a été estimée par la technique de diffusion sur gélose par puits contre trois
souches bactériennes, ou l'activité maximale est enregistrée vis-a-vis gram-négative
Pseudomonas aeruginosa et un effet modéré contre Staphylococcus aureus cependant aucune
activité n’a été detecté contre Escherichia. coli. A la lumiére de ces résultats obtenus a partir du
questionnaire établi et le travail en laboratoire le recours a la médecine traditionnelle est
largement répondu, 1’utilisation conventionnelle de cette plante peut étre rationnalisée en raison
de leur richesse en composants actifs.

Mots clés : L'Origanum vulgare L, Polyphénols, Activité antioxydante, Activité antibactérienne,

Etude ethnobotanique, Phytothérapie.



Abstract

Origanum vulgare L known as Zaater, is a medicinal plant widely used in traditional Algerian
medicine. This work aims to enhance this plant in order to discover new therapeutic active
components. In order to acquire the maximum of information on the uses of oregano in the
traditional medicine, an ethnobotanical study was carried out with the population in the regions
of BBA and Setif. The analysis of the obtained results shows that the local population uses the
branches of leaves to treat certain number of pathology such as; respiratory, digestive, rheumatic,
dermatological diseases and the ORL affections. The most employed preparation modes are
infusion, maceration and decoction. This study is a data base for the valorization of this plant in
laboratory. In this context, the methnolic extraction of the oregano phenolic compounds was
carried out by maceration with an extraction yield of 12.9%. The total polyphenol and flavonoid
content was determined by Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride colorimetric method. The
results demonstrated that Origanum vulgare L crude extract is rich in polyphenols and
flavonoids (217.708 + 0.01 mg EAG/g 6.61 £+ and 0.08 mg EQ/gE respectively). The in vitro
antioxidant activity results using DPPH assay revealed that the crude extract exerts a potent
antiradical activity with an I1Cso of 27.39 + 1.4 pug/ml. On the other hand, the antibacterial activity
was estimated by agar diffusion technique per well against three bacterial strains, where the
maximum activity is recorded against gram-negative Pseudomonas aeruginosa and a moderate
effect against Staphylococcus. aureus however no activity was detected against Escherichia.
coli. In the light of the obtained results from the established questionnaire and laboratory work,
the use of traditional medicine has become widespread, so the conventional use of this plant can
be rationalized due to their richness in active components.

Key words : Origanum vulgare L, Polyphenols, Antioxidant activity, Antibacterial activity,
Ethnobotanical study, Phytotherapy
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Introduction

L’homme a toujours cherché a se servir des plantes pour assurer sa survie et a en tirer
des remedes pour soigner ses maladies. Il a appris a discerner les propriétés des plantes, leurs
vertus et leur toxicité. De génération en génération, nos ancétres ont transmis leur savoir et
leurs expériences simples oralement et en s’effor¢ant quand ils le pouvaient de les consigner
par écrit.

Actuellement, malgré le progres de la pharmacologie les plantes médicinales
demeurent encore une source de soins médicaux dans les pays en voie de développement en
I’absence d’un systéme médicinale moderne, du fait de la proximité et de I'accessibilité de ce
type de soins et surtout au co(t abordable (Tabuti et al, 2003). Dans les pays développés,
selon 1I’Organisation mondiale de la santé (OMS), les plantes médicinales seraient la meilleure
source pour obtenir une variété de médicaments efficaces et moins nocifs, et aussi une bonne
solution contre la diminution de I'efficacité des médicaments et des antibiotiques synthétiques
en plus, de leurs effets secondaires inquiétants. (Tawfeeq et Akrayi, 2012),

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : méditerranéenne,
Saharienne et une flore paléo tropical, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs
familles botanique dont 15% sont endémiques (Quezel & Santa, 1963). Ce potentiel de
plantes médicinales comporte des milliers d’espéces présentant divers intéréts et constituent
un axe de recherche scientifique, plus particulierement dans le domaine des substances
naturelles.

Parmi cette végétation, on trouve les plantes aromatiques utilisées pour 1’aromatisation
des aliments, les arts culinaires et les vertus médicinales. Ces plantes aromatiques ont
I’aptitude a synthétiser de nombreux métabolites secondaires en réponse aux stress biotique et
abiotique qu’elles peuvent subir tel que les huiles essentielles, I’alcaloide et les polyphénols...,
qui possédent diverses propriéetés et activités biologiques.

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne on s’est intéressé a une espece
de la famille des lamiacées, qui est "/’Origanum vulgareL." provenant de la région d’El Achir
commune de la willaya de Bordj-bou-arreridj, cette plante est treés utilisée en médicine
traditionnelles par la population locale.

Pour cela un travail de terrain est effectué dans le but a mener une enquéte ethnobotanique
aupres des tradipraticiens, des herboristes et des individus vivant en contact avec les plantes

médicinales.



Ce travail s’articulera sur deux parties distinctes ;

Une partie bibliographique qui comporte trois chapitres porteront respectivement sur :
v" La médecine traditionnelle
v Les plantes médicinales

v/ Présentation botanique de !’Origanum vulgare L

Une partie expérimentale comportant deux chapitres le premier traitera les matériels utilisés et
les méthodes adoptées dans les différentes études, le deuxieme chapitre traitera les résultats
obtenus qui feront 1’objet d’une interprétation et d’une confrontation avec ceux des travaux
précédemment publiés. Enfin une conclusion générale avec proposition de quelques

perspectives.



1. La medecine traditionnelle
Selon ’'OMS « La médecine traditionnelle est la somme totale des connaissances,

compétences et pratiques qui reposent sur les théories, croyances et expériences propres a une
culture et qui sont utilisées pour maintenir les étres humains en bonne santé ainsi que pour
prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques et mentales ». En Afrique,
plus de 80% de la population a recours a la médecine traditionnelle et aux plantes médicinales
pour ses soins de santé primaire (Pehlivanian, 2012).
1.1. La phytothérapie

La phytothérapie désigne le traitement thérapeutique fondé sur les extraits de plantes
et les principes actifs naturels, dans le but de guérir, soulager ou prévenir une maladie. C’est
une pratique traditionnelle parfois tres ancienne basée sur I'utilisation des plantes selon les
vertus découvertes empiriquement. (Dutertre, 2011).
1.1.1. Les préparation a base de plante
1.1.1.1. Infusion

L'infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou des arémes d'un
végétal par dissolution dans un liquide initialement bouillant. Le solvant n'est pas
nécessairement de I'eau, il peut étre également une huile ou un alcool. C’est la préparation la
plus connue. Elle se fait généralement avec les parties fragiles de la plante (fleurs et feuilles),
mais dans certains cas, il est possible de faire également infuser des racines et des écorces.
Elle concerne surtout les plantes a essences volatiles dont un long chauffage risque de causer
une grande perte par évaporation (Nogar et Ehrhart, 2003).
1.1.1.2. Décoction

La décoction est une méthode d'extraction des principes actifs et/ou des ardmes d'une
préparation généralement végétale par dissolution dans I'eau en ébullition. Elle s’applique aux
parties les plus dures des plantes : racines, graines, écorce, bois. La durée d'ébullition varie de
quelques minutes a des temps plus longs (Perotto, 2013).
1.1.1.3. Macération

La macération consiste a faire tremper une ou plusieurs parties de la plante dans un
liquide pour en extraire et conserver des ardmes et/ou des parfums et certaines autres
propriétés pendant plusieurs heures (Nogaret et al., 2003). Les plantes peuvent également
macérer dans ’alcool, dans la glycérine, ou dans un autre solvant qui retient les principes
actifs de la plante. 1l convient de bien sélectionner le solvant en fonction de la plante que I’on
utilise (Nogaret et al., 2003)



1.1.1.4. Poudre totale

Contrairement a l'extrait sec, la poudre totale d’une plante ne subit aucun traitement
chimique et représente la forme galénique la plus proche d’elle a I'état naturel. Elle obtenue
par broyage ou cryobroyage suivie d'un tamisage. Cette poudre peut étre conditionnée, par la
suite, sous forme de gélules. C’est ce qui correspond aux phytomédicaments, elles servent
aussi a la fabrication d'autres formes galéniques comme les extraits et les teintures (Sebai,
2012).
2. Les plantes médicinales

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés particulieres
bénéfiques pour la santé humaine, voire animale. Selon la pharmacopeée britannique 2013, les
plantes médicinales sont principalement des plantes entiéres, fragmentées ou brisées, des
algues, des champignons ou des lichens, non transformés, généralement sous forme séchées
mais parfois fraiches. Les médicaments a base de plantes sont precisément définis par le nom
scientifique botanique selon le systéeme binominal (genre, espéce variété et auteur » (British
pharmacopoeia, 2013). L’approche scientifique des plantes médicinales, avec les études
pharmacologiques et toxicologiques, a permis de décrypter leur composition chimique, de
mettre en évidence les effets thérapeutiques ou encore de déterminer les doses thérapeutiques
ou toxiques de certaines plantes (Claire Laurent-Berthoud, 2013).
2.1. Phytochimie des plantes médicinales
2.1.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, ou polyphénols, constituent une famille de molécules
organiques spécifique du regne végétal. Ce sont des métabolites secondaires produits par les
plantes pour interagir avec les autres végétaux et les animaux (Bravo, 1998). Le terme
phénolique est utilisé pour définir des substances qui possedent au moins un groupement
hydroxyle (OH) substitué sur un cycle aromatique. Plusieurs milliers de composés
phénoliques ont été caractérisés dans le régne végétal, on compte, pas loin de 8000 composés
(Bravo, 1998 ; Mompon et al, 1998).

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de I’acide shikimique. Cette voie shikimate est a I’origine de la formation des acides
aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) dont la désamination conduit a la formation
des acides cinnamiques et p-coumarique et a leurs tres nombreux dérivés : acide benzoique,

acétophénone, lignanes, lignines et coumarines (Bruneton, 1993).



Les polyphénols sont majoritairement présents dans les racines, les tiges, les fleurs, les
feuilles et les écorces de bois de tous les végétaux (Boizot et Charpentier, 2006). Les
principales sources alimentaires sont les fruits et les légumes, les boissons (vin rouge, thé,
café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les Iégumes secs. Les fruits et les
Iégumes contribuent environ a la moitié de notre apport en polyphénols. Les boissons telles
que jus de fruits et surtout café, the ou vin apportent le reste (Middleton et al, 2000).

2 .1.1.1. Principales classes des composés phénoliques

Les composes phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs classes dont la plupart
ont des représentants chez de nombreux végétaux. Les premiers criteres de distinction entre
ces classes concernent le nombre d’atomes de carbone constitutifs et la structure de base du
squelette carbone (Macheix, 1996).

Les flavonoides représentent la famille la plus importante des polyphénols avec plus de
10000 composés appartenant a plus de 10 classes dont les principales sont les flavonols, les
flavones, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes. Les flavonoides sont caractérisés
par une structure de base a 15 atomes de carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et
d'un hétérocycle central de type pyrane, formant unestructure C6-C3-C6. Les classes different
entre elles par la structure et le degré d’oxydation del’hétérocycle central (cycle C), ainsi que
par la nature de ses connexions avec les cycles A (Agati et al., 2012).
2.1.2. Alcaloides

Initialement définis comme des substances azotées, basiques, d'origine naturelle et de
distribution restreinte, les alcaloides ont une structure complexe : leur atome d'azote est inclus
dans un systeme hétérocyclique et ils possedent une activité pharmacologique significative,
pour certains auteurs, ils sont sont bio-synthétiquement formés a partir d'un acide aminé. Ces
éléments caractérisent ce que lI'on peut appeler les alcaloides vrais. Les pseudo-alcaloides
présentent, le plus souvent, toutes les caractéristiques des alcaloides vrais mais ne sont pas des
dériveés des acides aminés (Jean Bruneton, 1999)

2.1.3. Terpénes

Les terpénes présentent un vaste groupe de produits naturels largement répandu dans le
regne végeétal et animal, renfermant des molécules trés volatiles. Les terpenes ont une
structure de base non aromatique renfermant uniquement du carbone, de I’oxygene ainsi que
de I’hydrogeéne. Tous les terpénes et stéroides ont une structure de base non aromatique, ils
ont aussi un point commun essentiel formés par I'assemblage d'un nombre entier d'unités

pentacarbonnées ramifiées dérivées du 2-méthylbutadiene (Jean Bruneton, 1999)



2.2. Activités biologiques des plantes médicinales
2.2.1. Activité antioxydante
2.2.1.1. Stress oxydant

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres. Les organismes aérobies
sont dotés de systémes métabolisant 1’oxygéne, qui par sa nature bi-radicalaire, permet des
réarrangements électroniques sur son orbite externe le rendant tres réactif et par conséquent
toxique. Cet oxygene moléculaire est transformé, eessentiellement par voie enzymatique, en
espéces réactives de 1I’oxygene (ROS) (Figure 01). Ces ROS peuvent étre aussi formes (voies
non-enzymatiques) au cours de I’autoxydation des catécholamines, des quinones et des
flavines sous I’effet de facteurs environnementaux. Lorsque le taux des ROS dépasse ses
valeurs normales, ils provoquent 1’altération oxydative des protéines, des lipides et des acides
nucléiques, ainsi que la modulation de I’expression des geénes et de la réponse inflammatoire
(Halliwell, 1999). Le stress oxydant donc est définie comme un déséquilibre entre la
génération de ROS et les systemes de défense antioxydant de 1’organisme en faveur du

premier il peut avoir diverses origines endogenes et exogenes (Benkhaled, 2018).
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Figure 1 : Origine de différentes espéces reactives de I’oxygene (Favier, 2003)



2.2.1.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces réactives de I'oxygéne pour
I’empécher d’exercer leurs effets délétéres. On distingue au niveau des cellules deux lignes de
défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule :

+ [’une est apportée par I’alimentation via les fruits et [égumes, sources de vitamines C,
E, caroténoides, ubiquinone, polyphénols ou acide lipoique.

+ [’autre est endogéne et se compose de molécules de petite taille (glutathion, acide
urique), d’enzymes (SOD, glutathion peroxydase, catalase) ou de protéines (ferritine,
transferrine, céruléoplasmine, albumine, protéines de choc thermique, heme oxygénase). A
cela s’ajoutent quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des
cofacteurs importants pour I’activité de certaines enzymes antioxydantes (Favier, 2003
Pincemail et al., 2009).

2.2.2. Activité antimicrobienne
2.2.2.1. Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des substances antibactériennes d’origine
biologique, c’est a dire €laborés par des microorganismes (des champignons ou des bactéries)
qui sont capables d'inhiber la multiplication ou détruire le microorganisme. Les antibiotiques
peuvent étre classés selon l'origine, la nature chimique, le mécanisme d'action et le spectre
d'action (Yala et al., 2001). Les antibiotiques naturels sont connus pour atteindre la plupart
des grandes voies biologiques, mais la majorité d'entre eux transmettent leur effet
antibactérien par inhibition de la paroi cellulaire bactérienne et la synthése des protéines. La
seule exception comprend la classe des rifamycines qui inhibent la synthése de I'ARN (Singh,
2012). Les antibiotiques ont montré des inconvénients et des limites d’utilisation : effets
secondaires, toxicité des molécules antimicrobiennes pour 1’organisme traité et difficultés
rencontrées dans le traitement des maladies exigeant la destruction des germes pathogénes
indépendamment des facultés de défense du malade (Siegenthaler et Luthy, 1978).
2.2.2.1. Plantes comme antibiotiques

La raret¢ des maladies chez les plantes sauvages s’explique par 1’élaboration d’un
systéeme de defense naturelle, qui leur permet de lutter efficacement contre les pathogénes
(bactéries, champignons et virus). L’originalité de ce systtme de défense réside dans
I’exceptionnelle variabilité¢ chimique des molécules produites (Gibbons, 2008). Ces dernieres
constituent, de par la diversité des groupements structuraux et fonctionnels qu’elles arborent,

un vaste réservoir de substances actives. Le spectre d’action des antimicrobiens produits par
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les plantes est plus restreint que celui généré par les antibiotiques conventionnels. En effet, ils
possedent une haute activité contre les bactéries a Gram positif, mais demeurent peu actifs
contre les bactéries a Gram négatif et les levures (Lewis, 2001).

3. Présentation botanique de I’Origanum vulgare L.

3.1. Etymologie

Il existe plusieurs versions sur les origines étymologiques du mot Origanum. La
premiére viendrait du grec ‘ori-ganumai’ qui se plait dans la montagne, ou “’ori-ganos’’ ; éclat
de la montagne (Dubois et al., 2006). Le mot désigne également une plante d’un parfum
pénétrant.

L’Origan est reconnu en arabe sous la dénomination de Zaater. Cependant, il y a lieu de
signaler que cette derniere dénomination est peu précise. Le terme Zaéater, englobe en fait
diverses plantes aromatiques de la famille des Lamiacées et appartenant a trois genres : Le
Thym (Thymus algeriensis Desf.), le Saccocalyx (Saccocalyx satureiodes Dur.) (Quezel et
Santa.,1962-1963) et I’Origan (Origanum vulagre sous-espéce glandulosum (Desf.) Letswaart
(Letswaart., 1980).

Le genre Origanum regroupe environ 45 a 50 espéces de plantes herbacées ou de sous-
arbrisseaux vivaces et aromatiques de la famille des Lamiacées originaires surtout du bassin
méditerranéen. Les deux especes les plus connues sont l'origan (Origanum vulgare) et la
marjolaine (Origanum majorana).

3.2. Ecologie de I’Origan

L’Origan originaire d’Afrique du Nord. Il colonise les terrains secs et chauds, les
broussailles, les garrigues et les paturages, surtout en montagne (Quezel et Santa, 1962-1963).
En outre, I’Origan est essentiel a la protection de 1’environnement en zones susceptibles de
désertification et sous une précipitation légere contre les risques d’érosion assurant ainsi la
couverture végétale.

Selon la flore de QuezeL et Santa (1962-1963), en Algérie, 1’Origan est représenté par
trois espéces: Origanum majorana L., Origanum floribundum Munby et Origanum
glandulosum Desf. La premiére espéce, Origanum majorana L. est cultivée et plus ou moins
spontanée. Son aire de distribution est I’Europe et la Méditerranée. La deuxieme espece,
Origanum floribundum Munby est localisée dans 1’Atlas Tellien et la grande Kabylie ou
colonisent les paturages surtout en montagne. La troisieme espece est plus répandue dans
toutes les régions et elle est considérée sur le plan phytogéographique comme plante
endémique, c'est-a-dire que ’aire de répartition de cette plante est localisée dans deux pays

I’ Algérie et la Tunisie.



3.3. Description botanique

L’Origanum vulagre L. est une plante vivace et sarmenteuse (Figure 2), avec un port
sous-arbustif, cette plante forme de touffes de quelques centimétres de diameétre et une
hauteur comprise entre 30 a 60cm. Les principaux caractéres qui permettent de reconnaitre
cette plante sont :
Les tiges: toutes dressees, épis denses, a fleurs restant contigués aprés floraison. Calice
tubuleux a 5 dents courtes, bilabié ou non. Corolle blanche ou rosée, a lévre supérieure
émargée et a levre inférieur trilobée bien longue que la levre supérieure (Quezel et Santa,
1962-1963).

Figure 2 : I’Origanum vulagre.L

3.4. Systematique

La systématique de cette plante est :

- Embranchement : Spermaphytes

- Sous embranchement : Angiospermes

- Classe : Dicotylédones

- Sous classe : Gamopétales

- Ordre : Lamiales

- Famille : Lamiacees ex. Labiées

- Genre : Origanum

- Espéce : Origanum vulgare L. ( ou Origanum glandulosum Desf.)
- sous-espéce. glandulosum (Desf.) Lets. (Quezel et Santa, 1962-1963).



3.5. Usage traditionnel.

L’usage de 1’Origan est bien connu aux propriétés médicinales tres intéressantes. Il
calme la toux en favorisant I’expectoration, bon stimulant de I’appareil digestif utilisée contre
la coqueluche, la toux, la fievre (Ruberto et al., 2002), le rhume et le rhumatisme (Mahmoudi,
1990). Sous forme d'infusion elle est utilisée pour calmer les coliques, Elle posséde des
propriétés antiseptiques (Baba Aissa, 1999). En usage externe, sous forme de lotions ou de
pommade, s’emploie sur ’eczéma et remede populaire des douleurs rhumatismales (Sari,
1999). En outre, les espéces d’Origan sont utilisées également comme des desinfectants
puissants et comme des agents odoriférants dans les parfums (Chiej, 1984), L’Origanum
Glandulosum est une plante apéritive, expectorante et antispasmodiques .Ses effets sont dus
principalement aux tanins et aux substances améres de la plante ainsi qu’a son huile
essentielle (Baba Aissa, 1999).

4. Généralités sur I’ethnobotanique

En chaque végétale herbacé ou arbustif. Les populations locales ont trouvés une utilité,
un modele, un bénéfice quelconque a tirer. Une discipline scientifique s’est naturellement
développée dans les sciences humaines pour prendre en compte ce facteur fondamental : ¢’est
I’ethnobotanique (Bouaziz, 2014) Le mot : Ethnobotanique vient du grec « Ethnos » : qui veut
dire peuple et « Botanom » : qui veut dire herbe en générale (Aristote). Selon (Porteres,
1961), I’ethnobotanique est une discipline qui étudie les faits d’interrelation entre les sociétés
humaines et les plantes. Aussi cette discipline est synonyme d’étude de I'utilisation de ces
derniéres par les populations primitives et comment ces végétaux se sont distribués
(Bourobou, 2013).Tout cela en vue de comprendre et expliquer la naissance et le progres des

civilisations
4 .1. Objectif de I’ethnobotanique

L’ethnobotanique permet 1’évaluation du savoir des populations locales et leurs
relations avec les plantes, elle fournit des élements qui permettent de mieux comprendre
comment les sociétés anciennes ont inséreés les plantes médicinales dans leurs milieux naturels
(Okafor, 1998). Par voie de conséquence son rdle est d’apporter au monde moderne la

connaissance du domaine végétale

L’ethnobotanique englobe de nombreuses objectifs a savoir ;
e Les caractéristiques des plantes (identification, disponibilité, nom, origine.)
e Les utilisations des plantes (parties, motifs, fagons, cultures, récoltes et traitements.)

e [’importance de la plante dans I’économie du groupe humain
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e L’impact des activités humaines sur les plantes et sur I’environnement végétal.
(Barrau, 1971)

4 2. Enquéte ethnobotanique

C’est un outil d’évaluation a des fins d’explications, de comparaison ou de
généralisation. Cette ¢étape est la plus intéressante pour la réalisation d’une étude
ethnobotanique dont on récolte le maximum d’informations d’utilisation de plantes

médicinales connues par la population locale de la région choisie (Bouaziz, 2014).
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PARTIE EXPERIMENTAL

I. Matériel et méthodes

Par enquéte, on entend le plus souvent la collecte d’informations auprés d’un groupe
d’individus. Lorsque les interrogés sont trés nombreux on s’adresse a un échantillon
représentatif de personne. On parle alors d’enquéte par sondage. Le sondage est une méthode
expérimentale pour recueillir des informations sur une fraction réduite de la population.
L’objectif est ensuite de généraliser a I’ensemble de population ce qui a été trouvé sur la
fraction (BRENT, 2001).

Nous avons mis a profit nos déplacements dans la zone d’étude pour faire I’enquéte et
collecter des échantillons afin de les exploiter dans une étude en laboratoire qui a pour objet
de démontrer les activités biologiques de ces derniers.
I.1.Partie terrain
Un travail de terrain destiné a :
- Déterminer la partie de la population soumise a I'enquéte
- Détermination de la zone touchée par I’enquéte.
I.1.1. Réalisation du questionnaire

L’enquéte ethnobotanique a été menée, a 'aide d’un questionnaire (Annexe 1), entre le
mois d’Avril et le mois de Juin 2022. Le questionnaire a été axé sur les habitudes
thérapeutiques de la population en matiére de lutte contre les différentes maladies, le nom
local, les organes, la ou les parties de la plante utilisée, les indications thérapeutiques, les
méthodes de récolte, les recettes, les modes d’administration, les effets secondaires... etc.
Tous les herboristes et les gens interrogés ont été informés sur I'objectif de cette étude.
L’enquéte a été effectuée aupres des herboristes et des gens adultes, dans plusieurs régions de
la wilaya de BBA au nord-est d'Algérie. Une soixantaine d’individus ont été interrogés,
chacun a été consulté sur ses connaissances des matériels végétaux et ses données
personnelles, notamment le sexe, le niveau académique, I’age et la situation familiale et son
lieu de résidence par rapport a la zone d’étude.

1.1.2. Description de la zone d’étude

Notre étude a été menée dans plusieurs régions de la wilaya de BBA au nord-est
d'Algérie (Annex2)

e La commune de Medjana au Nord-Ouest de la wilaya de Bordj Bou Arreridj a une

distance de 10 Km, I’altitude de la région de Medjana varie entre 800 m et 1668 m.
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e | acommune d’EL Achir a I’ouest de BBA, avec altitude de 993m

e [a commune de Mansoura a 1’ouest de BBA, avec altitude de 698m

e La commune d’Elksour au sud de BBA
L’étude est aussi réalisée a la commune d’Ain Roua au Nord-Ouest de la wilaya de Sétif a
une distance de 28 Km, avec une altitude de1500m. Ces communes sont caractérisees par un
climat continental froid et humide a I'hiver et sec chaud en été (DGF, 2016).

1.1.3. Traitement des données
Les données enregistrées sur les fiches d’enquétes ont été ensuite traitées et saisies sur

le logiciel Excel. L’analyse des données a fait appel aux méthodes simples des statistiques
descriptives. Ainsi, les variables quantitatives et qualitatives sont décrites en utilisant les
effectifs et les pourcentages.
1.2. Partie laboratoire
1.2.1. Etude phytochimique et activités biologiques
1.2.1.1. Matériel végétal

La partie aérienne de la plante Origanum vulgare L. a été collecté pendant la période
printaniére a la fin du mois de Mai, juste avant la floraison, a la région Safia Ghissi
(Commune d’El Achir) Wilaya de Bordj Bou Arreridj, située au Nord-est de 1’ Algérie qui se
caractérise par un climat semi- aride sec. Le séchage de cette plante a été effectué dans un
endroit sec, et a I’abri des rayons solaires, presque de 10 jours en moyenne. Ensuite, il est
broyé en poudre fine et conservé dans des flacons en verre opaques. L’identification

botanique de I’espece a été faite par un botaniste a M’sila.

1.2.1.2. Souches bactériennes testées

Pour évaluer ’activité antibactérienne, trois souches ont été sélectionnées
e Une bactérie (Gram+) : Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Deux bactéries (Gram-) : Escherichia coli (ATCC 25922) et Pseudomonas aeroginosa

(ATCC 27853)

Ces souches sont conservées a basse température, dans des tubes a visses contenant un
milieu nutritive jusqu'a l'utilisation. Le milieu de culture utilisé¢ pour 1’étude de la sensibilité
des souches bactériennes a différentes concentrations d’extrait méthanolique et I’antibiotique
de référence est la gélose Mueller Hinton (MH). L’antibiotique Amoxicilline est servi comme
contrble positif (antibiotique de référence). Ces souches fournies par le laboratoire de
biochimie appliquée de Sétif, université Farhat Abbas
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1.2.2. Meéthodes
1.2.2.1. Extraction

L'extraction est la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs. Les produits ainsi obtenus sont
relativement impures sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés
a un usage oral ou externe. Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles
médicinales (Handa, 2008).

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste a
la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation. L’opération bien
que généralement longue et a rendement souvent médiocre, est utilisée dans le cas d'extraction
de molécules thermosensibles (Leybros et fremeaux, 1990).

L’opération d’extraction par macération a été effectuée selon la méthode décrite par
Mouas et al., (2021). 11 consiste a émerger 30g de poudre de I’origanum dans 300 ml de
méthanol avec agitation, pendant 24 h a température ambiante. Ensuite, la filtration sur papier
filtre et 1’évaporation du filtrat qui a été récupéré par un rotavapor a une température de 55°C.
L'extrait obtenu, qui représente I’extrait brut (E.Br), a été conservé au 4°C jusqu'a son

utilisation ( Figure 03).

30 g du matériel vegétal (poudre fine) + 300 ml de méthanol

|

Maceration a la température amhbiante et a I'ombre 24h

!

Filtration

l

Evaporation

|

Extrait méthanolique brut

Figure 03: Protocole de préparation d'extrait méthanolique d’Origanum vulgare
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Le rendement de I’extraction est exprimé en pourcentage (%) par rapport a poids sec de
la poudre végétale. Et calculé par la formule suivante :

R (%) = 100* M ext/M éch
R : est le rendement en %.
M ext: est la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en g.
M éch: est la masse seche la plante en g (FALLEH et al., 2008).

1.2.3. Analyse phytochimiques
1.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu en polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie selon la
méthode colorimétrique de Folin-Cioclateu décrite par Singleton et al. (1999). Ce réactif de
couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-
Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleu constitué¢ d’oxyde de tungsténe et de
molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques
oxydés (Boizot et al., 2006).

En effet, 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté a 0,2 ml d’extrait (1mg/ml) ou
standard avec des dilutions convenables, le mélange est incubé pendant 4min. Ensuite 0,8 ml
de solution aqueuse de carbonates de sodium (Na.COs, 7,5 %) est ajouté au mélange, le tout
est incubé pendant 90 min a température ambiante et a I’obscurité, 1’absorbance est mesuré a
760 nm (Aouachria et al., 2017).

Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant 1’acide gallique (5-250pg/ml). La
teneur en polyphénols est estimée a partir de 1’équation de la régression linéaire de la gamme
d’étalonnage établie et les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique

par gramme d’extrait (mg EAG/g extrait).
1.2.3.2. Dosage des Flavonoides

L’estimation quantitative des flavonoides contenus dans 1’extrait de I’origanum, est
réalisée suivant une méthode colorimétrique du trichlorure d’aluminium AIClz décrite par
Djeridane et al., (2005). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides qui absorbe dans le visible a 430nm.

Le protocole expérimentale consiste a ajouté a 1 ml d’extrait (1mg/ml) un volume égale
d’AlCl3z a 2% (dans le méthanol), le mélange est agité vigoureusement. Puis, I’ensemble est
incubé a ’ombre a température ambiante pendant 30 minutes, 1’absorbance est lue a 430nm.

Le blanc de test contient I’extrait et le MeOH au lieu d’AlICI3.
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La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée
par un flavonoide standard: Quercétine. La teneur en flavonoide est exprimée en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g extrait).
1.2.3.3. Etude de P’activité antioxydante in vitro
1.2.3.3.1. Test de piégeage du radical DPPH

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) (Band-William et al., 1995). Ce dernier est un radical
libre de couleur violette réduit a la forme d’hydrazine (non radicalaire) avec un couleur jaune,
en acceptant un atome d’hydrogéne (Meddour et al., 2013). On peut résumer la réaction sous
la forme de 1’équation :

DPPH"(violet) + (AH) — DPPH-H (jaune) + (A"

Le DPPH est solubilisé dans le méthanol (0.1mM), un volume de 1 ml de la solution
méthanolique de DPPH est ajouté a 0.5 ml d’extrait ou d’antioxydant standard (acide
ascorbique) a différentes concentrations. Aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité a
température ambiante, 1’absorbance est lue a 517 nm. Le blanc contenant le méme volume
d’extrait en remplagant le DPPH par le méthanol

Les résultats sont exprimés en tant que ’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des
radicaux libres en pourcentages (Pl %) selon 1’équation suivante :

(P1 %) = [(Ac — At)/ Ac] x100
Pl : Pourcentage d’inhibition.
Ac : Absorbance du contréle.

At : Absorbance d’extrait ou standard.

L’¢étude de la variation de ’activité anti-radicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Plus
la valeur d’IC50 est faible plus que I’extrait est puissant vis-a-vis les radicaux libres.

1.2.3.4. Activité antibactérienne

1.2.3.4.1. Détermination de diamétre d'inhibition (DlI)

L’activité antibactérienne de différents concentrations de 1’extrait brut (50ug/mi;
100pg/ml; 200 pg/ml; 300ug/ml) est évalué selon la méthode des puits de diffusion en milieu
gélosé (Treki et al. 2009) contre trois souches bactériennes ATCC (deux bactéries a Gram

négatif et une souche a Gram positif pathogenes pour I’homme). Cette technique repose sur
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I'apparition d'une zone d'inhibition autour du puits contenant I'extrait de la plante dans le

milieu de culture des souches bactérienne

1.2.3.4.2. Préparation des dilutions de I’extrait (concentrations)

Pour la préparation d’une solution meére a 300ug/ml d’extrait, 3 mg d’extrait
d’Origanum est introduit dans un tube a essai stérile auquel 10 ml de DMSO sont additionnés.
Le tube est énergétiquement agité au vortex jusqu’a ce que la solution préparée devienne
homogene. Cette solution mere est diluée progressivement dans le DMSO afin de préparer
une gamme de solutions ayant des concentrations de 50, 100, 200 et 300ug/ml (Fertout et al.,
2016).
1.2.3.4.3. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture (Muller Hinton) est mis a 1’autoclavage pendant 15 min a 121°C,
puis coulés dans des boites pétris stériles a 4 mm de hauteur (qui correspond 20ml de MH),

les boites sont laissées quelques minutes jusqu’a ce qu'ils solidifient (Harrar, 2012).

1.2.3.4.4. Préparation de I’inoculum

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en
phase de croissance. Pour leur réactivation, les souches sont repiquées par méthode des stries
sur gélose MH pré-coulée dans des boites de pétri puis incubée a 37C° pendant 18 a 24h. Pour
préparer ’inoculum, 3 a 5 colonies similaires bien isolées sont prélevées a I’aide d’une anse
en platine puis déchargées dans 1’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est
ensuite homogénéisée a 1’aide d’un vortex et sa turbidité est ajustée a 0,5 Mc Farland, soit une
densité optique égale a 0,08 a 0,10, lue a une longueur d’onde de 620 nm (Fertout et al.,
2016).

1.2.3.4.5. Ensemencement

Dans un milieu stérile, en présence de bec benzéne, un écouvillon stérile est trempé
dans la suspension bactérienne (pour éviter la contamination du manipulateur et de la
paillasse) et essoré en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum. Ensuite, I'écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée
des boites de pétri, seche, de haut en bas. L’opération est répété deux fois, en tournant la boite
de Pétrie de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir
I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la péripherie de la gélose (Djelloul Daouadii,
2010). Des puits sont induits par perforation de la gélose a I’aide de la partie supérieure d’une

pipette Pasteur pour former 5 cavités ou puits. Quatre puits sont remplis par les quatre

17



concentrations d’extrait d’origanum ou par I’antibiotique synthétique (Amoxicilline) et la 5™
par le DMSO qui est le controle négatif (environ 20 pL par puits). Aprés 24 heures
d’incubation a 37 °C dans I'¢tuve, les diamétres des zones d'inhibition produites par les

différents extraits et le standard sont mesurés en millimétres (Belkhiri et al., 2018).

1.3 Analyses statistiques

Les données ont été présentées sous forme de moyennes * écart-type de trois mesures.
L’analyse statistique des résultats a été entreprise par un test de Student a I'aide de GraphPad
Prism version 5.00.Les résultats ont été pris en compte statistiquement significatif a p < 0,001.
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1. Résultats et discussion
11.1. Etude ethnobotanique :
11.1.1.Description de la population

L’analyse des informations de base recueillies aupres de la population enquétée (sexe,
age, situation familiale, niveau d’étude, résidence, ... etc.), ainsi que des informations sur le
nombre d’enquétés a permettre de caractériser la population étudiée. Notre étude a porté sur
59 individus.
11.1.1.1.Répartition selon le sexe

Dans les sites étudiés, 59 personnes ayant des connaissances ethnobotaniques ont été
enquétées. Parmi elles, on retrouve aussi bien les femmes que les hommes. Les femmes sont
au nombre de 34 Soit 57.62% qui sont les plus représentées (Figure 4). Les hommes sont
moins représentés avec 42.38%. Nous remarquons que la majorité des personnes qui
détiennent les informations sur la plantes médicinale sont des femmes, ce qui est expliqué par
le fait que les femmes sont les plus concernées par le traitement phyto-thérapeutique et la
préparation des recettes a base végétales, non seulement pour elles-mémes mais aussi pour la

totalité de la famille.

I Femme

B Homme

Figure 04 : Répartition selon le sexe
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11.1.1.2.Répartition selon la tranche d’age
Les tranches d’age enregistrées sont : la tranche inférieure a 20 ans, celle comprise
entre 20 et 60 ans et enfin la tranche supérieure a 60 ans. Dans les sites étudies, les personnes

enquétées ont majoritairement un age de plus de 60 ans soit 69.32% (Figure 5).

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00% -

>60

<20

Figure 05 : Répartition selon la tranche d’age

11.1.1.3. Répartition selon le niveau d'étude

Concernant le niveau d’étude, 43.89 % de la population n’était pas scolarisée, les
42.53% restant se répartissaient entre une scolarisation primaire (20.5%), scolarisation
secondaire (22.03%), et seulement 13.5% sont des personne avaient des niveaux d’études

supérieures (Figure 06).

¥ niveau d etude

Figure 06 : Répartition d la population selon le niveau d’étude
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11.1.1.4. Situation familiale :
Concernant la situation familiale des phytothérapeutes, 61.01 % étaient mariés, 13.55 %

étaient célibataires, 16.94 % étaient veufs et 8.47 % étaient divorcés (Figure 7).

Ecelebataire
Emarie
Dveuf

Odivorce

Figure 07 : Répartition de la population selon la situation familiale

11.1.1.5. Origine de la population

La majorité de la population étudiée (71.18%) appartenait au milieu rural (Figure 8).

M rural

M urbain

Figure 08: Répartition de la population selon I’origine:
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11.1.1.6. Niveau socio-économique (NSE)
Dans notre étude, 57.62% des utilisateurs ont un NSE moyen, 33.89% appartiennent a un

niveau bas, et seulement 8.47% disposent d’un NSE élevé (Figure 09).

57,62%

Figure 09 : Répartition de la population selon le niveau socio-économique (NSE)

11.1.1.7. Source de ’information sur la plante utilisée
La majorité des utilisateurs (86.44%) acquicrent I’information a travers les expériences des

autres (Figure 10).

W lecture

M experience des autres

Figure 10: Répartition selon la source de I’information sur la plante utilisée
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11.1.1.8. Satisfaction des utilisateurs
La majorité des utilisateurs (89.8%) répartissent entre satisfais (69.49%) et trés satisfais
(20.33%) par le résultat des prescriptions, 6.77% étaient peu satisfaits, et seulement 3.38%

étaient décus (Figure 11).

3,38% 6,77%

M decu
M peu satisfait
m satisfait

tres satisfait

Figure 11 : Répartition selon la Satisfaction des utilisateurs

11.1.1.9. Raison de la phytothérapie

Dans la zone d’étude, 52% des enquétés ont déclaré avoir recours a la médecine
traditionnelle. L’usage des plantes est surtout pour un but thérapeutique, Ceci peut étre
explique par le fait que les communes étudiées recelent en plante médicinale aromatique et
que la population dispose d’un grand savoir-faire ancestral en thérapie, notamment en
phytothérapie. En outre, pour certains répondants, le bienfondé de l'utilisation des plantes
dans les ménages leur permet d'éviter de parcourir de longs trajets vers les centres de santé, et
pour d’autres, les frais de soins dépassent de loin leurs moyens. D’ailleurs, seuls 32%, des
enquétés, renonceraient a 1’usage des plantes pour leur efficacité, 13% croient que la
phytothérapie est meilleure que la médecine moderne 3% ont d’autres raisons (Figure 12)
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Figure 12 : Répartition selon la raison de phytothérapie

11.1.1.10. Parties de la plantes utilisées

Deux types d’organes sont majoritairement utilisés comme drogues : les rameaux
feuillés a 64,7% et la plante entiére avec 29,4%. Les résultats indiquent que les rameaux de
feuilles sont les parties les plus employées dans la préparation des recettes dans les sites
étudiés (Figure 13).

70,00%
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -

20,00% -

10,00%

>

0,00% T T 1
plante entiére ramaux de feuilles autres

Figure 13 : Répartition selon les parties de plante utilisées
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11.1.1.11. Modes de préparation

La plante étudiée est consommée de trois modes de préparation a savoir : I’infusion
(46%) la décoction (28,1%) et la macération (25,9%) (Figure 14).

M infusion
M decoction

= maceration

Figure 14: Répartition selon les Techniques de préparation

11.1.1. 12. Pathologies traitées par la plante :

L’enquéte ethnobotanique menée dans les sites étudiés a permis de recenser un certain
nombre de pathologies traitées par les plantes médicinales (Annexe 3) dont les plus
fréquentes sont dans un ordre décroissant : maladies respiratoires (37%), maladies digestives
(14%), maladies rhumatismales (10%), affections ORL (10%) et maladies dermatologiques
(8%) (Figure 15)

40% -
35% -
30% -
25% -
20% -
15% -

10% -

u

0% T T T

Figure 15: Répartition selon les maladies traitées par la plante étudiée.
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La majorité de la population étudiée sont de sexe féminin. Ces résultats confirment les
résultats d’autres travaux ethnobotaniques réalisés dans la région de nord-est de 1’Algérie
comme les travaux de Ait ouakrouch (2015). D’autre part les résultats obtenus par Aribi
(2013) dans une étude ethnobotanique des plantes meédicinales dans la région de Jijel
montrent que les femmes (68%) ont plus de connaissance sur les espéces médicinales que les
hommes (32%). Ce qui affirmé que I’utilisation des plantes médicinales par les femmes
s’explique par leurs responsabilité en tant que meres, car elles sont devenu traditionnellement,

les dépositaires des secrets des plantes médicinales.

Ce qui concerne la tranche d’age les résultats confirment que la pratique de la
médecine traditionnelle est I'apanage des hommes et des femmes d’age mir. En effet, la
majorité des tradithérapeutes ont un age supérieur a 60 ans. Les personnes agées sont censees
fournir des informations plus fiables, du fait qu’elles détiennent une bonne partie du savoir
ancestral qui se transmet oralement. La transmission de cette connaissance est en danger
actuellement parce qu’elle n’est pas toujours assurée (Orch et al., 2015).

On remarque une fréquence d’utilisation élevée de la partie aérienne suivie de celle des
feuilles, ce qui peut étre expliquée par I’aisance et la rapidité¢ de la récolte mais aussi par le
fait que les feuilles sont le siege de la photosynthese et parfois du stockage des métabolites
secondaires responsables des propriétés biologiques de la plante. Ces parties de la plante sont
pour la plupart des cas utilisées desséchées du fait qu’elles ne sont pas disponibles toute
I’année .Ces organes sont préparés principalement sous la forme d’infusion.

II ressort de cette étude que 43.89% des personnes enquétés n’ont pas été scolarisés
et ces résultats sont proches des données nationales et montrent que 1’usage des plantes
médicinales reste 1’apanage des personnes pauvres. Les cotts élevés des traitements
classiques les effets secondaires et indésirables des médicaments orientent les tradithérapeutes
vers les remedes traditionnels, ils croient que la phytothérapie est meilleure que la médecine
moderne. L’abondance de la plante Origanum vulgare dans les régions de 1’enquéte reflux sur
sa fréquence d’utilisation éleve.

11.2 Etude phytochimique et activités biologiques
11.2.1. Extraction des composés phénoliques

L’extraction par macération de la partic aérienne de 1’origanum vulgare dans le
méthanol a donné un extrait sec brut avec un rendement de 12.9 % (m/m). Ce rendement est
similaire a des résultats trouvés dans quelques études comme celle de Bouhaddouda, (2016)
sur la méme espéce de la région de Nechmeya (Guelma), qui a rapporté un rendement estimé
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par 14.35 % (m/m) utilisant I'extraction par Soxhlet (6 h). Cette différence de rendement entre
les deux extraits est due aux techniques d'extraction utilisées, 1’origine de la plante, le
rendement d’extraction dépend de la saison de récolte, la durée et les conditions de stockage,
mais aussi de la méthode d’extraction, la nature du solvant et la composition chimique qui
différe d’un extrait a I’autre.

L'utilisation du méthanol s'est révélée plus efficace pour I'extraction des composes
phénoliques que I'eau, ce qui est cohérent avec I'étude menée par Medini et al. (2014), qui ont
rapporté que le solvant influencait I'extraction de composés phénoliques a partir de pousses de

L. delicatulum.

11.2.2. Caractérisation phytochimique
11.2.2.1. Dosage de polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux est déterminée a partir de 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (figurel16), qui est exprimé en mg

équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/g E).

0,2

035 4 ¥ = 0,0016x + 0,033
! R? = 0,9669
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concentration (ug/ml)

Figure 16 : Courbe d’étalonnage d'acide gallique.

Les résultats montrent que ’extrait méthanolique de I’espece Origanum vulgare est
riche en composés phénoliques, avec un teneur de 217.708 + 0.01 mg EAG/g d’extrait. Ce
teneur est nettement supérieur a ceux trouvés par Oukil et al, (2011) sur la méme espece
originaire de Bejaia ou I’Extrait renferme la teneur de 55.15 mg EAG/g E, mais elle est
inférieure que celui enregistré par Bouhhadouda, (2016) sur la méme plante récolté de
Nechmeya, wilaya de Guelma, dont la teneur en polyphénols est 526.750 mg EAG/g d’extrait.
Les différences de teneurs en polyphénoles pourraient étre dues a des variations génotypiques
et environnementales (climat, localisation, température...), au sein des especes végétales

testées, au moment de la récolte et a la procédure d'extraction

27



Plusieurs études antérieures ont prouvé que plusieurs facteurs peuvent influencer la
teneur en polyphénols a savoir la température de séchage, le type de solvant d’extraction, la
taille des particules et le temps d’extraction (Goli et al, 2005). En effet, la solubilité des
polyphénols est régie par le type de solvant utilisé, leur degré de polymérisation ainsi que leur
interaction avec d'autres constituants et la formation de complexes insolubles. Pour une
meilleure récupération des polyphénols, le méthanol est le solvant approprié (Falleh et al.,
2008).

11.2.2.2. Dosage de Flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quercetine est utilisée comme standard. La teneur en flavonoides est déterminée a
partir de I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par la quercetine
(figurel?7), et exprimée en milligramme d'équivalent de Quercétine par 1g d’extrait (mg

EQ/gE).
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Figure 17: courbe d'étalonnage de la Quercétine

Les résultats de la présente étude montrent que I’extrait méthanolique d’Origanum
vulgare renferme une teneur en flavonoides non négligeable, estimé par 6.61 + 0.08 mg EQ/g
d’extrait. Ce résultat reste inférieur de 1’extrait ethanolique d’Oniga, et al (2018) Qui ont
estimé un teneur plus élevée en flavonoides (38.46 + 3.54 mg ER/QE), tandis qu’une autre
étude menée par Kaurinovic et al. (2011) en utilisant un extrait ethanolique, ont révélé que la
méme espece contenait une teneur proche des flavonoides totaux (9.37 = 0.06 mg EQ/g).

La difference de teneur totale en composés phénoliques et en flavonoides entre les
extraits peut s'expliquer par le nombre différent de structures sécrétoires dans divers tissus

vegetaux (Tucakov, 1997). De plus, il a été constaté que la durée de I'extraction joue un role

28



important car aprées 48 h toutes les parois cellulaires étaient détruites et tout le matériel végétal
était présent en tres petites particules. Cela pourrait conduire a l'adsorption de substances déja
extraites sur les particules, de sorte que de plus petites quantités d'extrait passeraient a travers
papier filtre, qui se traduirait par une plus petite quantité d'extrait sec apres la plus longue
période d'extraction (Kaurinovic et al., 2011)

A partir de ces résultats, 1’extrait méthanoliques Origanum vulgare L a travers leur
teneur en polyphénols et flavonoides, constitue une source prometteuse en composes bioactifs

bénéfiques a la santé humaine (Bouhaddouda, 2016).

11.2.3. Evaluation de I’activité antioxydante
11.2.3.1. Test de piégeage du radical DPPH

La méthode de piégeage du radical libre DPPH est largement utilisée pour évaluer le
pouvoir antioxydant des extraits végétaux. Dans cette technique, 1’effet antioxydant peut étre
facilement évalu¢ en suivant la diminution de 1’absorption de DPPH a 517 nm (Krimat et al,
2017).Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle) est un radicale libre, qui possede un
¢électron non apparie sur un atome du pont d’azote. La caractéristique de la solution de DPPH
est la couleur violette. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu et la mesure de 1’efficacité d’un antioxydant se fait en
mesurant la diminution de la coloration voilette, due a une réduction des radicaux DPPH
(Sirivibulkovit et al., 2018).

La valeur d’ICso, la concentration de I’extrait nécessaire pour piéger 50 % de radicaux
libres, a été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction
de différentes concentrations de I’extrait méthanolique d’Origanum vulgare L. et celles de
I’acide ascorbique qui sont présentés dans la figure 18.

Les résultats montrent que I’extrait posséde une activité antiradicalaire importante vis-
a-vis du radical DPPH avec une différence significative avec le standard (Vit C) de maniére
dose dépendante. Cette valeur d’ICso (27.39 £ 1.4 pg/ml) est significativement supérieur a
celle du Vit C qui a un ICsp de I’ordre de 6,46 + 0,52ug/ml, cet activité anti-radicalaire est

considérable par rapport au standard (Vit C)
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Figure 18 : Activité antiradicalaire d’extrait d’O. vulgare et le standard (vit C)

En comparant avec des études précédentes sur la méme espéce, ce résultat montre
que cette plante posséde une activité antioxydante élevée par rapport de celle de Béjaoui et al.
(2013a) qui ont prouvé une faible activité antioxydante de I’extrait méthanolique d’Origanum
glandulosum issu de Tunisie avec une valeur d’ICso = 600 pg/ml. Comme les travaux d’Oukil
et al. (2011) qui ont eu une tres faible activité antioxydante de I’extrait méthanolique de la
méme plante originaire de Bejaia avec une 1Cso = 6730 pg/ml. Tandis que la valeur trouvé
dans la présente étude est trés proche du résultat obtenu par 1’extrait méthanoique de la méme
plante de Bouhaddouda, (2016) apporté de Guelma avec une ICsq = 25.59 pg/ml et inferieur
par rapport aux huiles essentielles du méme plante (ICso = 661.62 pg/ml). Mais ¢a demeure
supérieur a celle de Krimat, (2017) récolté autour de Beni ouarthilen (Sétif) dont I’'ICso = 12,8
+ 0,2 ng/ml. Cette différenciation est peut étre due au solvant utilisé et la teneur en composés
bioactifs.

Plusieurs études ont attribué une différence dans I'efficacité antioxydante des plantes, en
raison de la différence des quantités et de teneurs totales en phénols et en flavonoides, les
activités antioxydantes sont plus variables entre les espéces de plantes (inter-especes) qu'au
sein d'une méme espéce (intra-espéces) (Ksouri et al., 2008)

Plusieurs études anterieures ont rapporté une relation étroite entre le contenu total
phénolique et I'activité antioxydante des extraits du plante. A la lumiére des résultats obtenus,
il ressort que I’extrait méthanolique d’Origanum vulgare dotée d'un pouvoir antioxydant
important. cette haute puissance piégeant peut étre attribuable a la présence de composes
phénoliques a capacité de transfert d'hydrogéne dans I’extrait; qui est fortement li¢ a la
présence de groupes hydroxyle. En outre, les puissants effets de piégeage des radicaux de
I’extrait peuvent étre liés a l'obstacle stérique expansé dans les composes contenus dans les
extraits (Jayaprakash et al.,2007 ; Agbor et al., 2007 ; Hodzic et al.,2009).
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11.2.4. Activité antibactérienne
Djabou et al, (2013) ont permis de classer I’activité antibactérienne en quatre classes

en fonction des diameétres des zones d’inhibitions, a savoir :

e Pas sensible (-) de diamétre inférieur ou égal a 8.0 mm.

e Moyennement sensible (+) pour un diamétre compris entre 8.0 et 14.0 mm.
e Sensible (++) pour un diametre compris entre 14.0 et 20.0 mm.

e Extrémement sensible (+++) pour un diametre égal ou supérieur a 20.0 mm

Les résultats de nos tests sont présentés dans le tableau |

Tableau I : Diamétre (mm) des zones d’inhibition de I’extrait, de DMSO et d’antibiotique

Extrait (ug/ml) Amoxicilline (ug/ml) DMSO
50 100 200 300 200 -
E. Coli 07 07 07 07 23 -
- - - - +++
P. aeruginosa 09 14 16 18 12 -
+ ++ ++ ++ +
S. aureus 07 07 10 nt 16 -
- - + ++

D’apres les résultats obtenus, Les trois souches bactériennes étudiées sont sensibles a
I’amoxicilline (antibiotique de référence) avec des zones d’inhibition variées ou la souche E.
coli est avérée extrémement sensible a cet antibiotique, avec une zone d’inhibition de 23 mm,
alors que la souche S. aureus est révélées trés sensible par des zones d’inhibitions de 16 mm.
Cependant, la souche P.aeroginosa s’est avéré sensible par une zone de 12 mm, le solvant de
dissolution de I’extrait (DMSO) est approprié¢ et ne présente aucun effet sur la croissance

normale des souches bactériennes

Les résultats illustrés dans le tableau montrent que I’extrait a exposé un effet significatif
contre la souche gram (-) Pseudomonas aeruginosa avec DI = 9-18 mm par les quatre
concentrations. Cette activité est comparable a I’antibiotique de référence. La bactérie
Gram(+), Staphylococcus aureus était moins sensible a I'extrait avec DI=10 mm a la
concentration 200mg/ml. La bactérie Gram-négative, I’E. coli était plus résistante que les
autres bactéries. L’extrait d’origanum a un effet significatif et variable avec les différentes

31



doses testées contre les deux souches P. aeruginosa et S. aureus de maniere dose-dépendante,
c’est a dire la concentration élevée de I’extrait reste la plus efficace dans I’inhibition du
développement bactérien (annexe 4). Cependant, des résultats négatifs ne signifient pas que
les constituants bioactifs sont absents ou que la plante est inactive. Les composés actifs
peuvent étre présents en quantités insuffisantes dans les extraits bruts ; par conséquent, les
niveaux de doses employées ne seraient pas suffisants pour présenter l'activité inhibitrice.
L'absence d'activité inhibitrice ne peut donc étre prouvee en utilisant de grandes doses. Par
ailleurs, méme si le principe actif est présent en quantité suffisante, il se peut que d'autres
constituants puissent exercer des effets antagonistes sur les effets positifs des agents bioactifs,
annulant ainsi l'activité antibactérienne du principe. Il est également possible que les extraits
puissent étre actifs contre d'autres espéces bactériennes qui n'ont pas été testées

E. coli a montré une résistance contre les quatre doses d’extrait. Ceci est observé dans d'autres
études dans lesquelles E. coli s'est révélé résistants a tous les extraits. Ceci peut étre attribué a
la présence d'une capsule dans la structure d’E. coli, qui le protege de I'effet des extraits de
plantes ou qui empéche l'entrée de 1’extrait a 'intérieur de la cellule.

Une étude menée par Martins et al. (2014) a montré une activité antibactérienne
modérée de I'extrait éthanolique de I'herbe d'origan a la concentration de 20 mg/mL contre les
bactéries Gram négatif : E. coli, P. aeruginosa, E. sakazakii et P. vulgaris. Ou y a-t-il une
divergence avec nos résultats car les E. coli a montré une résistance contre I'extrait. Cette
différence peut étre attribuée a la différence de concentration utilisée a 1’expérimentation qui
affectait la zone d'inhibition, car la concentration approuvée dans son étude était 66 fois
supérieure a celle utilisée dans cette étude. Brdanin et al (2015) ont attribuée I'activité de
I'extrait a sa teneur en acide rosmarinique en tant que composé phénolique majeur dans
I'extrait de méthanol d'origan, pourrait étre impliqué dans l'activité exposée.

En général, les bactéries Gram(-) sont plus résistantes que les bacteries Gram(+)
grace a la structure de leur membrane externe. Les bactéries Gram(-) ont une couche de
peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et 1’assise externe composée de lipo-
polysaccharides et de protéines et constituerait ainsi une barriere imperméable aux substances
actif. Pour les Gram(+) la couche peptidoglycane se situe a I’extérieur et leur permet, donc,
d’étre plus disponibles a entrer en contact avec les composés actifs.

La variabilité d’efficacité de I’extrait méthanolique sur les souches bactériennes dans
cette étude peut étre liée a sa composition chimique, la polarité des substances bioactives ; les
composés les moins polaires n’ayant, par exemple, pas de groupement hydroxyles OH sont

plus actifs vis-a-vis des agents microbiens que ceux portant des groupements hydroxyles.
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L’effet d’un extrait est probablement due a la synergie entre de nombreux composants qui,
lorsqu’ils sont séparés deviennent inactifs individuellement (Fertout, 2016).

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes, probablement
dd a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les
groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes (Scalbert, 1991 ; Cowan, 1999). Le mécanisme des effets antimicrobiens
des polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi les hypothéses avancées, on cite :
e Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique due a I’intercalation des
polyphénols dans les phospholipides membranaires.
e Inhibition du métabolisme énergétique microbien
e Séquestration des substrats requis pour la croissance microbienne. (Daglia, 2012).

e Inhibition de la synthese d'acide nucléique (Hilliard et al., 1995).
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Conclusion et perspectives

L’ Algérie, par sa situation géographique et la grande variation climatique, est un pays
trés riche en especes végétales dotées de pouvoirs thérapeutiques divers. Dans le présent
travail, on a tenté de contribuer a la valorisation d’une plante aromatique tres utilisées en
médecine traditionnelle en Algeérie pour ses vertus thérapeutiques en établissant une relation
entre ses compositions chimiques et ses activités biologiques.

Ce travail a porté sur I’étude ethnobotanique, phytochimique et les activités
biologiques (antioxydante et antibactérienne) de I’extrait brut de la plante médicinale
Origanum vulgare de la région de BBA.

Au terme de I’enquéte ethnobotanique menée dans les régions de BBA et de Sétif
I’ensemble d’informations collecté montre que la phytothérapie traditionnelle continue a étre
sollicitée par la population locale. Celle-ci a confiance aux usages populaires et/ou n’a pas les
moyens de supporter les conséquences et/ou le colt de la médecine moderne.

L’étude montre d’une part I’attachement de la population au patrimoine traditionnel,
surtout dans les douars enclavés ou la population locale a su développer au fil du temps un
savoir-faire important et des techniques traditionnelles impressionnantes quant a 1’usage des
plantes aromatiques et médicinales. D’autre part, elle révéle la richesse de la région en plantes
médicinales majoritairement spontanées, en ce sens qu’elle constitue un réservoir trés riche en
biodiversité végétale, qui est par ailleurs consolidée par les potentialités importantes en
paysage naturel typigque et richesses a été réalisée patrimoniales elKsour et culturelles (zawia
sidi hssen cherif); Tout cela constitue autant d’atouts a saisir pour le développement durable
de la région (tourisme vert, filiére Pam, Produits terroirs...).

En laboratoire I’étude phytochimique et I’évaluation de I’activité antioxydante et
antibactérienne de I’espece végétale algérienne Origanum vulgare L. Cette plante est collectée
a la région d’El Achir au nord-ouest de la willaya de Bordj-bou-arreridj au mois d’avril. En
premier lieu, L'extraction par macération de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir
un rendement de 12.9%. La teneur en polyphénols totaux pour 1’extrait a été estimée par la
méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu, les résultats obtenus montrent que 1’extrait
méthanolique de 1’Origanum vulgare L est tres riche par ces molécules avec un teneur de
217.708 £ 0.01 mg EAG/g d’extrait. Cependant, le dosage des flavonoides a ¢été réalisé par la
méthode de trichlorure d’aluminium (AICI13), qui présente un moyen de 6.612 + 0.08 mg

EQ/mg d’extrait. Ce qui confirme sa richesse en flavonoides et en polyphénols.
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L’activité antioxydante des extraits de [’Origanum vulgare L a €té évaluée par la
méthode de piégeage de radical libre DPPH. Les résultats ont montré que I’extrait
méthanolique possedent une activité antioxydante tres importante, grace a leur constituants
(composés polyphénoliques) avec un IC50 =27.39 + 1.4 ug/ml.

L’activité antimicrobienne a été déterminée selon la méthode de diffusion sur gélose
par puits contre trois souches bactériennes, 1’extrait brut a montré une forte activité vis-a-vis
la souche bactériennes pseudomonas aeruginosa, une activité faible contre staphylococcus
aureus, tandis que la bactérie E.coli s’est avéré résistante. Cette étude prouve l'activité
antibactérienne de cette plante ce qui explique leur utilisations traditionnelle contre les
maladies liées aux microbes.

D’aprés ces résultats, |'Origanum vulgare L. représente une source naturelle et
prometteuse de molécules possédant des activités biologiques tres importantes. Cependant,
des recherches supplémentaires approfondies sont nécessaires pour ;.

v'Evaluation de I’activité antioxydante in vivo.

v'Etude de ’efficacité de cet extrait dans le domaine alimentaire afin d'établir son utilité
comme agents antimicrobiens ou antioxydants naturels dans la sécurité alimentaire.

v'Fractionnement et isolement des différents constituants de 1’extrait hydro-méthanolique,
afin de connaitre la ou les molécules a I’origine des effets antioxydants, antibactériens et

I’éventuelle synergie entre elles par ’THPLC/SM afin d’établir une relation structure-activite.
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ANNEXES

ANNEXEL1 : FICHE D’ENQUETE ETHNOBOTANIQUE

1. Profile de ’informateur

Age: Al <20ans [:] A2 : (20-60) [:] A3 > 60 D

Sexe : Masculin D Eéminin [:]

Niveau : Non scolarisé D Primaire [:] Secondaire D universitaireD
Situation familiale : Marié (]  Célibataire () veuf [ ] Divorcé [__]
Revenu mensuel : < 20000Da D 20000_100000[)3@ >100000Da

Milieu de vie:  Rural : D Urbain D

Espéwes médicinales Pathologie Partic uti lisée Ph?ﬂdt :ic
X rCparanon
Mot vernaculaire v

Mlode d"administration | Durée d’ 1atilisation | Période de collecte

1= Racine-
2-Tige

3- Feuilie
4- Eeorce
& Rhizom
6= Fleur

7- Style

8- Fruit

9- Graine
10 Plante entiére []

o o o

Origine de | ‘information :  Lecture D Expérience des autres D

Taux de satisfaction : Dégu D Peu satisfait D Satisfait D Trés satisfait D

Sexe des clients : =50 % femmes D 250 % hommes D

Raison de la phytothérapie : Faible cout D Efficacité D Meilleure que la médecine moderne D Autres D
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ANNEXE 02 : localisation géographique des zones d’études.
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ANNEXE 03 : Tableau récapitulatif des déférentes maladies traitées par
les plantes la plante médicinale Origanum vulgare L.

Nom Pathologies Parties utilisées Mode de | Mode Durée Période
vernaculaire préparation | d’administrati | d’utilisation | de
de I’espéce on collecte
En francgais: | -maladies 1. Racine.. Tisanes Orale Jusqu’ a la | -Avant la
Origan respiratoires 2. Tige Décoction | Locale guérison floraison
En arabe: | -maladies 3. Feuilles Infusion (massage) - période
Zaater digestives 4. Fleur Macération de la
-maladies 5. grain Poudre floraison
rhumatismales 6. rhizome (mois de
- Maladies 7. plante juillet)
dermatologiques entiére
-Autres : (maux
d’oreille,
gingivite...)
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ANNEXE 04 : résultats de I’activité antibactérienne (de I’extrait et I’amoxicilline)

ANNEXE 05 : Réactifs chimiques et solvants

Dans cette étude, le Méthanol est utilisé comme solvant d’extraction et de
préparation, et les réactifs chimiques exploités sont : AICI3, Folin ciocolteu, Na.Cos, 2,2’-
diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH), acide gallique, quercetine, acide ascorbique, DMSO,
I'eau peptone, I'eau physiologique et I'eau distillée.

42



43



