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RESUME

Cette étude s’intéresse a la valorisation d’'une plante utilisée en médecine
populaire algérienne qui appartient a la famille des Lamiacées : Melissa officinalis
L. Le travail porte sur des enquétes ethnobotaniques effectuées sur terrain et sur
la détermination de quelques caractéres biochimiques ainsi que des essais
biologiques et pharmacologiques. Cette initiative peut évaluer et apporter des

preuves scientifiques sur les vertus de cette plante en médecine traditionnelle.

L’étude histologique nous a permis d’identifier les sites de sécrétion et de
stockage de I'huile essentielle qui sont les poils sécréteurs a téte vésiculaire.

Le criblage phytochimique effectués sur la poudre et I'extrait aqueux des
feuilles de Melissa officinalis ont révélé la présence des tanins, des saponosides,
des alcaloides et des flavonoides. Les extractions réalisées ont permis de
quantifier une teneur de 4,53% en tanins, 0,43% d’hétérosides flavoniques et
0,20% d'huile essentielle.

L'analyse de la composition chimique de l'huile essentielle extraite par
entrainement a la vapeur d’eau, a démontré la richesse de cette fraction volatile
étudiée en sesquiterpénes hydrocarbonés (Trans B-Caryophyllene a 19,25%).

L’activité antioxydante par le test DPPH a montré que I'extrait méthanolique
des feuilles de la mélisse exerce un excellent pouvoir réducteur avec une ICsy de
0,066+0,003 mg/ml et une modeste activité de I'huile essentielle avec une ICsy de
0,64+0,01 mg/ml.

L’étude de l'activité antimicrobienne des extraits de Melissa officinalis L. a
révélé une grande action inhibitrice sur la croissance des germes pathogénes en
milieu gélosé, notamment l'effet de [I'huile essentielle contre les souches:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis et Candida albicans avec une inhibition comprise entre 16 et 45mm.

L’évaluation des activités pharmacologiques testées in vivo a révélé que
I'huile essentielle est douée d’'un bon effet anti-inflammatoire avec un pourcentage
de réduction de 'cedéme dépassant les 50% et un excellent effet antispasmodique

avec un pourcentage de protection allant de 60 a 76%.

Mots clés : Melissa officinalis L. ; effet antioxydant ; effet antimicrobien ; effet anti-

inflammatoire ; effet antispasmodique



ABSTRACT

This study focuses on the valorization of a plant used in Algerian popular
medicine and belonging to the family of Lamiaceae : Melissa officinalis L. The
work concerns the ethnobotanic investigations carried out into the field, and the
determination of several biochemical caracteristics as well as biological and
pharmacological tests. This initiative can evaluate and provide scientific evidence

on the virtues of this plant in traditional medicine.

The histological study allowed us to identify the secretion and storage sites of
the essential oil, which are the secretory fur hair with a vesicular head.

Phytochemical screening of the powder and aqueous extract of Melissa
officinalis leaves revealed the presence of tannins, saponosides, alkaloids and
flavonoids. The extractions carried out enabled us to quantify 4.53% of tannins,
0.43% of flavonic glycosides and 0.20% of essential oil.

The analysis of the chemical composition of the essential oil extracted by
steam distillation demonstrated the richness of this volatile fraction studied in
hydrocarbon sesquiterpenes (Trans 3-Caryophyllene at 19.25%).

The antioxidant activity by the DPPH test has shown that the methanolic
extract of the leaves of lemon balm has an excellent reducing power with an IC50
of 0.066 + 0.003 mg / ml and a modest activity of the essential oil with an IC50 of
0.64 £ 0.01 mg / ml.

The study of the antimicrobial activity of extracts of Melissa officinalis L.
revealed a great inhibitory action on the growth of pathogenic germs in agar
medium, notably the effect of the essential oil against strains: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Candida
albicans.

The evaluation of the pharmacological activities tested in vivo revealed that
the essential oil is endowed with a good anti-inflammatory effect with a percentage
of reduction of the edema exceeding 50% and an excellent antispasmodic effect

with a percentage of protection ranging from 60 to 76%.

Key words : Melissa officinalis L. ; antioxydant effect ; antimicrobial effect ; anti-

inflammatory effect; antispasmodic effect
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INTRODUCTION

Depuis la période préhistorique, les plantes ont été a la base de plusieurs
thérapies. Les médecins et les pharmaciens prescrivaient ou vendaient environ

90% de produits a base de plantes [1].

De nos jours l'association entre la chimie, la biochimie, la biologie, la
médecine, la pharmacie et la botanique est un assemblage que personne ne peut
contester. Les plantes identifiées et classifiées par les botanistes sont devenues la
matiere premiere de prédilection pour de nouvelles prospections
pharmaceutiques. Les remédes a base de plantes ont un immense avantage par
rapport au traitement chimique, de ce fait, et a I'instar de nombreux pays, I'Algérie
accumule des données d’expériences sur l'usage des remedes d’origines
naturelles, lesquels ne sont pas nécessairement sans danger, du simple fait qu’ils

soient naturels [2].

Les recherches ont montré que les plantes médicinales comportent une
richesse dans les constituants qui sont élaborés mais a des concentrations
variables. Ces constituants ont de nombreuses vertus thérapeutiques. lls sont
appelés « principes actifs » ou métabolites secondaires et peuvent étre des

minéraux, glycosides, résines, huiles essentielles ou alcaloides [3].

La préservation et la valorisation des ressources naturelles a intérét
meédicinale et aromatique sont devenues des domaines trés importants sur le plan
economique [4]. De nos jours l'utilisation des plantes en médecine a évolué : les
médicaments sont aujourd’hui le fruit d’'une recherche longue et colteuse qui
passe de la cueillette au laboratoire, a la détermination du principe actif, son

isolation ensuite la synthése [5].

Notre travail s’inscrit dans cette dynamique, ayant pour but I'étude d’une
plante médicinale largement utilisée en médecine populaire pour ses effets

antispasmodique et calmant [6].
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Nous nous sommes intéressées a Melissa officinalis L. connue sous le nom
de Ferzizoua ou Trandjan. Elle appartient a la famille des Lamiaceae, localisée

principalement au Nord du pays.

Melissa officinalis est une plante melliféere, condimentaire et médicinale,
importée par les Romains et les anciens Grecs [7]. Elle sert de reméde médicinal
depuis plus de 2000 ans [8]. Pline, dans son ouvrage Naturalis historia, et
Dioscoride dans Materia medica ont été les premiers a rendre compte de l'action
thérapeutique de la plante qui était surtout employée comme reméde cardiaque et

gastrique [9].

Ainsi, dans le cadre des travaux du laboratoire de recherche de
biotechnologies, environnement et santé, les objectifs que nous nous sommes

assignées a travers cette étude, concernent :

- Le volet Ethnobotanique, qui permet de vulgariser la connaissance de
Melissa officinalis L., son utilisation par les spécialistes et I'étendue de son
impact sur la population (ou une partie) algérienne, en effectuant des
enquétes sur terrain ;

- Le volet histologique par I'étude macroscopique et microscopique de la
plante ;

- Le volet biochimique, par l'identification et la caractérisation des métabolites
secondaires ainsi que la détermination les principaux principes actifs de la
plante ;

- Evaluation des activités biologiques in vitro, a savoir I'effet antioxydant et
I'activité antimicrobienne ou du moins des essais préliminaires sur les effets
antiseptiques de Melissa officinalis L. ;

- Etude des activités pharmacologiques in vivo, par évaluation des effets anti-

inflammatoire et antispasmodique de la plante.



CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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Partie 1.1

Généralités sur la plante étudiée

1.1.1. Historigue

Melissa officinalis a été importée en Espagne au X® siécle grace aux Arabes

et plus tard en Europe Centrale par I'intermédiaire des moines bénédictins [4].

Vers le X°® siecle, Avicenne vantait son pouvoir cordial « qui réjouit le coeur »

ainsi que son remede contre la mélancolie [8].

Les feuilles de mélisse ont été utlisées traditionnellement depuis
Théophraste (372 - 287 av. J.-C.) et Hippocrate (460 — 377 av. J.-C.), puis au XV*®
siecle par Paracelse (1493 - 1541), pour améliorer les fonctions digestives et

réduire les états de nervosité [10].

Le philosophe, écrivain et médecin perse Avicenne (980-1037) Ila
recommandait pour renforcer le cceur, et disait-il, « elle rend le cceur joyeux » par

la suite, il découvrit son action positive sur le tube digestif [9].

L’écrivain anglais John Evelyn (1541 - 1620) a décrit la mélisse comme une
plante qui structure le cerveau, renforce la santé mentale et supprime la

mélancolie [11].

Du XV® au XVII¢ siécle on utilisait principalement le distillat (eau de mélisse).
Il correspond a un alcoolat distillé de mélisse. Ce dernier, associé au citron, la
cannelle, la coriandre, le clou de girofle et la muscade est utilisé comme

antispasmodique et stomachique [7, 4, 12].
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1.1.2. Classification botanique

1.1.2.1. Famille des lamiacées

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou anciennement labiées (Labiatae)
du Latin (Labia) « levre » signifiant que les fleurs ont une forme caractéristique a
deux levres [13, 14], est 'une des familles les plus répandues dans le regne
végétal avec plus de 7200 especes réparties en environ 240 genres et 7 sous-
familles [15]. Elles se répartissent sur tout le globe, mais principalement du bassin

méditerranéen a I'Asie Centrale [16, 17].

Cette famille est I'une des premieres a étre distinguée par les botanistes et
ceci par la particularité de ses caractéres [16]. Ses especes se trouvent sous
forme de plantes herbacées ou arbustes, tres rarement arbres ou lianes avec une
tige tres souvent quadrangulaire. L'inflorescence est en cymes axillaires, le calice

souvent bilabié avec une corolle toujours tubuleuse plus ou moins bilabiée [19].

Les Lamiacées posseédent une place économique importante en raison de

leurs utilisations médicinales, culinaires et cosmétiques [20, 21].

1.1.2.2. Genre Melissa

Melissa est un genre de la famille des lamiacées, il comprend une seule

espece Melissa officinalis L.

Il existe trois sous-espéces qui sont des cultivars de la premiére sous-espéce
citée [4, 22], mais c’est la sous-espece officinalis qui est utilisée en thérapeutique
[23].

1.1.2.3. Systématique et synonymes botanigues

La place de la mélisse dans la classification phylogénétique APG

Il « Angiosperm Phyllogeny Group » (2009) est la suivante [24, 25, 26, 27]:
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Regne: Plantae

Sous-Regne: Tracheobionta
Division : Spermatophyta

Embranchement : Spermaphytes

Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicotylédones
Sous-Classe : Astéridées
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées
Genre : Melissa

Genre et Espece : Melissa officinalis

Un des synonymes de son nom d’espéce est Melissa citriodorata [6].

1.1.3. Etymologie et dénominations vernaculaires

Le nom de la mélisse dérive de sa racine indo-européenne, mel, qui signifie
miel. En effet, la mélisse présente 'une des meilleures plantes melliferes. Dans
son ouvrage « Historia plantarum» le grec Théophraste la dénommait

« melissophyllon », étymologiquement « feuilles & abeilles » [28, 4].

Ses dénominations font référence au parfum citronné qu’elle dégage
lorsqu’on froisse ses feuilles [29]. Les apiculteurs des abords de la méditerranée
avaient I'habitude d’en enduire les ruches afin que les abeilles ouvriéres ne

s’éloignent pas de leur demeure [30].

La mélisse est connue sous différentes dénominations vernaculaires:
v' Berbére : Ferzizoua (feuille d’abeille), Ifer-zizwa, Tiffer n-tzizua (aile

d’abeille), Taneqilet merzizua [6].

v' Arabe : Trindjan, Touroudjan, Hbag t-trunj, Bararendjabouya, Merzizou [31,
6].

v' Francais : Citronnelle, Céline, Citronnade, Piment des abeilles, Thé de
France, Poincirade [32, 33].

v" Anglais : Lemon balm, Bee balm, Sweet lemon ou Cure-all [4, 24].



16

v Allemand : Melisse, Zitronen-Melisse, Zitronenkraut, Citronelle, Bienenkraut,
Honigblatt ou Melissenblatter [4, 24].

1.1.4. Description botanique de la plante

Il s’agit d’'une plante herbacée touffue (Figure 1.1), robuste et vivace, a

rhizome court. Ce dernier porte de nombreux bourgeons adventifs qui servent a
perpétuer et a multiplier la plante [4].

Elle est mollement hispide (posséde des poils drus, mous et épais), au

toucher elle est rugueuse. Elle est aromatique et tres parfumée. Sa saveur est
chaude, aromatique et légerement amere [16, 6].

Pétiole

Feuilles
dentées

Nervure

principale

Nervure
secondaire

Tige

Figure 1.1: Vue générale de Melissa officinalis L. (originale)

a/ Tiges

Elles sont dressées, trés rameuses et érigées, a section quadrangulaire [34].

Elles sont ramifiées, glabres ou clairsemées de poils. Elles peuvent atteindre
jusqu’a 90 cm de haut [4, 16].
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b/ Eeuilles

Elles sont plus ou moins pétiolées. Elles mesurent environ 8 cm de long et 5
cm de large. Elles sont largement ovoides, arrondies et presque cordiformes a la
base. Elles sont opposée et décussée sur la tige. Le limbe fin, Iégérement ride, est
de couleur vert foncé (parfois vert claire un peu jaunatre) sur la face supérieure et
vert plus clair sur la face inférieure. La fine nervure est fortement proéminente sur
la face inférieure. Le bord de la feuille est irrégulierement crénelé, dentelé et
finement cilié. La face supérieure de la feuille est gaufrée, elle est faiblement
pubescente. La face inférieure est presque glabre ou lIégérement pubescente le

long des nervures, mais finement ponctuée [10].

c/ Eleurs
Elles sont regroupées en 3 a 5 faux verticilles assez compacts, mais espacés
les uns des autres. Ces derniers sont placés sur des rameaux beaucoup plus

courts que la feuille, a l'aisselle de laquelle s’insére le verticille (Figure 1.2).

Le calice est en forme de clochette tubuleuse, tres velu, de 7 a 8 mm de
long. Il est bilabié. La levre supérieure présente 3 dents courtes (tridentée) et
porte des nervures en réseau. La lévre inférieure est formée de 2 dents qui

remonte en aréte (bifide).

La corolle est tubuleuse, de 8 a 15 mm de long. Au stade bouton, elle est de
couleur jaunatre mais apres épanouissement elle prend une couleur blanche. Elle
présente un tube légérement recourbé et un limbe a deux levres inégales. La lévre
supérieure est dressée et bifide alors que la Iévre inférieure est a 3 lobes obtus.

Le lobe médian étant le plus long.

Les étamines sont au nombre de 4 et fusionnent ensemble vers le haut.
L’ovaire est supére et comprend 2 loges qui renferment chacune 2 ovules [4, 6, 7,
31, 35, 36, 37, 38, 39].
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Feuilles

Nervure principale

Nervures secondaires
Corolle

. Fleur
Calice

Verticilles floraux

Bouton floral jaunatre

Tige

Figure 1.2: Le regroupement des fleurs de Melissa officinalis L. (Originale)

d/ Eruit

Il est visible au fond du calice persistant. C’est un tétrakéne, d’environ 2 mm
de long. Il est formé de 4 parties lors du développement de fausses cloisons [34].
Il est lisse de couleur chatain, et il est formé d’éléments ovoides. Les graines sont

luisantes, de couleur brun-noir [6, 4].

1.1.5. Répartition géographique

a/ Dans le monde

Initialement originaire de la méditerranée orientale (Balkans et Asie mineur)
et de I'Asie occidentale ; la plante est rarement spontanée. Elle se rencontre aussi
dans le midi de la France, le sud de I'Allemagne, en Europe occidentale et
particulierement en Espagne et aussi en Amérique du Nord [40, 41, 42, 43, 44,
45].
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C’est une espéce spontanée dans I'Atlas marocain, notamment dans la

région d’Agadir. On la trouve également en Tunisie [6, 46].

D’une maniére générale, elle croit préférentiellement dans les buissons, les

lieux rudéraux humides, frais et ombragés et les bois [7, 40, 46].

b/ En Algérie
La mélisse est cultivée dans les régions de la Kabylie. Néanmoins, elle est
spontanée dans les montagnes du Tell, ou elle est signalée comme assez rare
jusqu’en 1962. On I'observe dans les ravins humides des montagnes de Babors,
du Djurdjura et de I'Atlas Blidéen, les décombres, les endroits frais et les foréts,

ainsi qu’aux alentours des maisons [6, 31, 12, 47].

1.1.6. Culture

La mélisse demande un sol profond, lourd et riche en éléments nutritifs, bien
travaillé et bien fumé. La culture de la mélisse demande une exposition ensoleillée
et abritée [48]. Elle pousse dans des endroits trés ombrés [49].

Elle est peu tolérante et ne doit pas étre cultivée aupres d’autres Lamiacées
[4].

La multiplication se fait par semis printaniers ou par division du rhizome [48].
Cette plante se resseme souvent seule [50].

La mélisse est sensible au gel et doit, de ce fait, étre couverte durant I'hiver
[48]. Elle est trés sensible a une rouille des feuilles « Septoria melissae Deson » et

a l'attaque par les escargots [49].

1.1.7. Récolte

La floraison se produit généralement a la deuxieme année et s'étale de Juin
a Septembre [4, 38].

Pour la conservation des feuilles séchées, la récolte de la tige feuillée
s'effectue avant la floraison. Les tiges garnies de feuilles sont coupées tout en les
débarrassant des impuretés. Ensuite, elles sont séchées rapidement a I'ombre
dans un endroit frais a I'abri de la poussiére. Le séchage de la plante doit étre

effectué sitét la cueillette terminée car la plante s’abime trés rapidement [6, 51].
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1.1.8. Conservation

Les feuilles fraiches peuvent étre conservées quelques jours dans un sac
plastique placé au réfrigérateur.

La plante séchée doit étre stockée dans des récipients hermétiques (en verre
ou en porcelaine), a I'abri de I'numidité et de la lumiéere (pour éviter la cyclisation
du citronellal) [4, 12].

1.1.9. Composition phytochimigue et principes actifs

1.1.9.1. Huile essentielle
1.1.9.1.1. Définition
En se référant a la norme frangaise NF T 75-006, 'HE est définie comme «un

produit obtenu a partir d’'une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la

vapeur ou par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus » [52].

Selon la pharmacopée européenne, ce sont des produits de composition
généralement assez complexe renfermant des principes volatils contenus dans les

végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation [53, 54].

Les HE sont responsables de I'odeur caractéristique de la plante. Le terme
«huile» s’explique par la propriété des HE a se solubiliser dans les graisses. Le
terme «essentielle» fait référence a I'odeur plus ou moins forte dégagée par la
plante [55].

1.1.9.1.2. Propriétés pharmacologigues

a) Activité antiseptigue : les huiles essentielles ont une activité antiseptique

contre diverses bactéries pathogenes notamment les souches résistantes aux
antibiotiques. Certaines huiles essentielles sont actives contre les levures et les

champignons responsables des mycoses [53].

b) Propriétés spasmolytigues et sédatives : un grand nombre de plantes a

huiles essentielles sont connues pour étre efficaces dans la réduction ou la
suppression de spasmes gastriques. Elles stimulent les secrétions gastriques et
améliorent la digestion. Aussi conduisent-elles a une diminution des troubles du

sommeil, des troubles nerveux ou autres troubles psychosomatiques [53].

Hormis ces propriétés souvent communes, chaque huile peut présenter une

ou plusieurs actions thérapeutiques plus spécifiques, parmi lesquelles : des
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propriétés cicatrisantes, améliore la circulation du sang, anti-inflammatoires,

antirhumatismales, immunostimulantes, hormonales antitumorales [56].

Les HE peuvent servir a désintoxiquer en éliminant les toxines, néanmoins,

certaines HE présentent des propriétés irritantes [53, 57].

1.1.9.1.3. Composition des HE de la mélisse

La teneur de la mélisse en HE varie de 0,05 a 0,3 %. Elle renferme
majoritairement du citral (mélange de géranial = citral a et de néral = citral b) et du
citronellal. Ces deux terpénes sont responsables de I'odeur et de la saveur de la

mélisse.

Elle renferme également d’autres constituants minoritaires : B-caryophylléne
dont la teneur peut atteindre jusqu’a 28% et au cours de la conservation elle se
transforme en époxydes de B-caryophylléne | et Il, germacréne D (jusqu’a 15%,
mais pouvant aussi étre absent), 6-méthylhept-5-éne-2-one (jusqu’a 9%), acétate
de géranyle (jusqua 6%), a-copaéne (jusqu’a 5%), nérol (jusqu'a 5%),

méthylcitronellal (jusqu’a 5%, mais pouvant étre absent) et géraniol.

L’'HE renferme également des composés volatils présents sous formes
hétérosidigues comme des glycosides de citronellol, de phényléthanol, d’eugénol,

de benzylalcool et d’oct-1-én-3-ol [10, 4].

1.1.9.2. Tanins
1.1.9.2.1. Définition

Les tanins sont des mélanges complexes de polyphénols. Le principe actif

est un phénol qui se combine avec les sucres.

Ce sont des substances amorphes, extraites de plantes. Elles sont utilisées
principalement pour le tannage du cuir. Les meilleurs tanins sont issus de la noix

de galle du chéne et des feuilles du sumac.

1.1.9.2.2. Les propriétés des tanins

Leur propriété principale est I'astringence tant en usage interne qu’en usage
externe. Il est démontré que les tanins possedent des activités antimicrobiennes,

antivirales et hypoglycémiantes. lls sont utilisés comme contre-poison des métaux


http://fr.encarta.msn.com/encyclopedia_761551804/cuir.html
http://fr.encarta.msn.com/encyclopedia_761572502/galle.html
http://fr.encarta.msn.com/encyclopedia_761576182/sumac.html
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lourds et des alcaloides. lls s'utilisent dans l'industrie mais plus particulierement
dans celle du cuir, des vernis et peintures. En pharmacie, leur action astringente
est utilisée comme antidiarrhéiqgue, hémostatique, vasoconstricteur, protecteur
veineux dans le traitement des hémorroides et des varices. En cosmétologie, les

tanins s’utilisent sous forme de lotions astringentes [58].

Les tanins ont également une activité anti-oxydante. Ce sont des inhibiteurs
enzymatiques aspécifiques. Leur surconsommation peut cependant engendrer

peu a peu une anémie de type hémolytique [53, 10].

1.1.9.2.3. Composition de la mélisse en tanins

Les dérivés de l'acide hydroxycinnamique sont appelés aussi tanins de
lamiacées. Leur teneur au niveau de la mélisse peut atteindre jusqu’a 7 %. lls
renferment I'acide rosmarinique, les acides caféique et chlorogénique, le 2-(3,4'-
dihydroxyphényl)-1,3-benzodioxol-5-aldéhyde et les acides mélitriniques A et B

(triméres de 'acide caféique) [4].

1.1.9.3. Flavonoides

1.1.9.3.1. Définition

Les flavonoides ou phénylchromones sont des substances polyphénoliques

possédant un certain nombre de phénols libres ou stabilisés par un sucre. Ce sont
des hétérosides tres répandus chez certaines dicotylédones. lls sont présents
dans tous les organes principalement dans les feuilles et les boutons floraux. Ce

sont des pigments jaunes utilisés comme teinture pour les tissus [58].

1.1.9.3.2. Propriétés pharmacologigues

Les flavonoides sont essentiellement utilisés dans le domaine capillaro-
veineux. Seuls ou associés a dautres composés, ils constituent des
vasculoprotecteurs et des veinotoniques. lls agissent par diminution de la
perméabilité et augmentation de la résistance des capillaires (action vitaminique
P) [58].

lls sont connus pour leur activité anti-oxydante et anti-inflammatoire [53].
lIs sont indiqués principalement dans le traitement des troubles de la fragilité

capillaire au niveau de la peau (pétéchies, ecchymoses) ainsi qu’au niveau des
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mugueuses (épistaxis, gingivorragies). lls sont recommandés dans le traitement
des signes fonctionnels de la crise hémorroidaire, dans celui des métrorragies
liées aux dispositifs intra-utérins et des troubles liés a la circulation rétinienne
et/ou chroidienne en association avec d’autres médicaments. Enfin, ils sont
utilisés dans le traitement des symptémes en rapport avec [linsuffisance

veinolymphatique : cedémes, paresthésies, crampes, jambes lourdes [58, 53].

1.1.9.3.3. Composition de la mélisse en flavonoides

La teneur en flavonoides se situe entre 0,2 % et 0,7 %. Il s’agit des
hétérosides de lutéoline, d’apigénine, de quercétine, de kaempférol, comme le
lutéoline-3’-glucuronide, le cynaroside (lutéoline-7-O- glucoside), I'isoquercitrin
(quercétine-3-O-glucoside), la cosmosiine (apigénine-7-O-glucoside) ainsi que |

rahmnazine (3,7-diméthoxykaempférol) et le 7-méthoxykaempférol [4].

1.1.9.4. Autres composés minoritaires

Outre les composés majoritaires de la mélisse, elle contient :

e Dérivés hydroxycoumariniques: ésculitine [4].

e Acides triterpéniques, notamment les acides ursolique (= 0,3 %) et oléanolique

[4].

e Les vitamines : La mélisse contient de la vitamine C, de la vitamine E et du

béta-carotene [30].

1.1.10. Les vertus thérapeutigues de la mélisse
1.1.10.1. Utilisations
On dit que la mélisse a la force de quinze plantes et qu'elle vivifie et renforce

le coeur [28].

L'infusion de la méme plante peut étre utilisée pour nettoyer et tonifier la

peau du visage [30].

En cosmétologie, I'extrait alcoolique de mélisse réduit la production de

pellicules [6, 48].
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1.1.10.2. Doses et modes d’administration

Elle s’utilise sous forme d'infusion, de teinture, de vin médicinal et d'eau
antihystérique dans tous les cas ou il convient d'intervenir pour calmer les

douleurs et les nerfs [51].

On en fait surtout usage en infusion théiforme a raison d'une dose de 1,5 a

4,5g de plante par tasse a boire plusieurs fois par jour [4].

En usage externe, la mélisse réduite en poudre est utilisée comme

sternutatoire, contre les maux de téte [31].

Pour soulager les piqlres des insectes, les bleus et les plaies peu profondes,
il est recommandé de faire un cataplasme de feuilles écrasées [59].

1.1.10.3. Effets indésirables et contre-indication

Aucun effet secondaire, ni aucune interaction avec d'autres médicaments ou

plantes médicinales, n'ont été rapportés a ce jour [60].

Aucune toxicité aigué ou chronigue n'est signalée lorsque la mélisse est
utilisée comme condiment ou en infusion, aux doses usuelles. Le potentiel de
sensibilisation de la plante est faible. Aucun cas de réaction allergique n'est
signalé [4].

Cependant, il est préférable d'en éviter l'usage prolongé du fait de son action

antigonadotrope [33].

L'innovation doit faire peur, car ces substances riches en molécules
lipophiles ont un tropisme neurologique évident. Rappelons aussi le vieil adage de

Paracelse: « C'est la dose qui fait le poison » [4].

Un contact prolongé avec des plantes ou des feuilles de baume peut causer
une dermatite de contact (démangeaisons, brllures, rougeurs ou de la peau

boursouflée) ou il peut rendre sensible a d'autres allergénes [4].
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Partie 1.2
Les activités biologiques et pharmacologiques étudiées

1.2.1. L'activité antimicrobienne

1.2.1.1. Les antibiotigues

Ce sont des substances chimiques élaborées par des microorganismes.
Elles possédent le pouvoir d'inhiber la croissance ou le développement d'autres
microorganismes [61]. Elles interviennent sélectivement en perturbant le
métabolisme [62] ou en agissant spécifiguement sur une étape essentielle de ce
dernier [63, 64]. Le cadre des antibiotiques était limité d'abord a des substances
d'origine biologique produites par des champignons. Actuellement d'autres
produits possedent la méme action antibactérienne, mais sont obtenus par

synthese [62].

Le mode d'action des antibiotiques est, soit bactériostatique (empéche le
développement microbien) essentiellement tétracyclines, phénicols, macrolides;
soit bactéricide (qui détruit les germes) les bétalactamines, les aminosides, les
polypeptides [62, 61]. Chaque antibiotigue possede un spectre d'action, qui est la
flore microbienne sur laquelle il exerce son activité bactéricide ou bactériostatique,
il est d'autant plus large, ou étendu, que le nombre des espéces microbiennes

sensibles est grand. Le spectre d'action varie d'un antibiotique a l'autre [62, 65].

En raison des résistances multiples possibles et des effets secondaires des
antibiotiques synthétiqgues, une attention croissante a été dirigée vers les
antibiotiques naturels. Les chercheurs concentrent leurs efforts pour trouver des
substances inhibitrices idéales, de large spectre d’activité, sans effets secondaires
et surtout a un prix de revient raisonnable. Le potentiel des plantes aromatiques et
médicinales (PAM) pourrait donc jouer un r6le important dans la lutte contre les

infections microbiennes [66, 67, 68].

L’ensemble des travaux sur les plantes médicinales préconise leur usage

chez 'homme et les animaux, ainsi que dans les industries alimentaires [69].
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1.2.1.2. Aromatogramme

[l s’agit d’'un antibiogramme réalisé avec des huiles essentielles [70]. I
permet d’étudier in vitro le pouvoir bactéricide des essences de plantes

aromatiques sur des germes microbiens [71].

Les huiles essentielles ont un spectre d'action tres large, puisqu'elles
inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des
levures [72], leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur
composition chimique. La sensibilité des microorganismes peut varier selon le
genre testé car une huile essentielle peut étre biocide vis-a-vis de certaines

souches, bio statique vis-a-vis d'autres ou n'avoir aucun effet [73].

1.2.1.3. Les souches microbiennes utilisées

Afin de tester I'effet antiseptique des extraits de Melissa officinalis L., nous

avons utilisé un ensemble de souches microbiennes, a savoir :

» Escherichia coli
Ce sont des bacilles Gram négatif ou « colibacille » appartenant a la famille
des enterobacteriaceae. De forme non sporulée, de type anaérobie facultative,
elles sont généralement mobiles grace aux flagelles. Leur longueur varie de 2 a 6

pm, alors que leur largeur se situe de 1,1 a 1,5 ym [74].

Escherichia coli est 'h6te habituel de l'intestin de 'homme et des animaux a
sang chaud [75, 76, 77].

Les souches d’E. coli responsables des infections chez I'homme sont

différentes de celles qui constituent 'espéce dominante de la flore intestinale [78].

Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement
chez ’homme ou chez certaines especes animales des infections spontanées des
voies digestives ou urinaires ou bien encore des méningites néo-natales. E. coli
est le germe responsable de 75 a 80 % des infections urinaires. D’autres souches
appartiennent a la flore commensale peuvent étre responsables d’infections
opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses immunitaires affaiblies

[79].
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» Pseudomonas aeruginosa
Les espéces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles aérobies Gram
négatif. Ces bactéries fines sont de 1.5 a 3 ym de long et 0.5 a 0.8 um de large.
Elles sont mobiles grace a une ciliature de type polaire monotriche. Ce type de
bactéries possede un aspect de « vol moucheron ». P. aeruginosa ne forme ni
spores ni sphéroplastes. En culture sur gélose, elle produit un pigment bleu-vert

soluble dans l'eau.

Elle est présente dans le sol et 'eau. Cette souche est considérée comme un
modéle d’agent pathogéne opportuniste. Elle est responsable de 10% de
'ensemble des infections nosocomiales [80, 81].

» Staphylococcus aureus.
Les especes Staphylococcus aureus sont des cocci Gram positif, de forme
sphérique, avec un diamétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques

ou en petits amas (grappe de raisin).

S. aureus est un pathogéne important, responsable des infections des plaies,
de l'ostéomyélite de l'enfant (infection de l'os), de larthrite (infection d'une
articulation), septicémie et pneumopathies (multiples petits abces des deux

poumons).

Une toxi-infection alimentaire, avec diarrhée et vomissements rapidement
régressif, est parfois provoquée par le staphylocoque (surtout par sa toxine). Les
staphylocoques peuvent causer des lésions trés diverses, mais les atteintes
cutanées sont les plus fréquentes [82, 81].

» Bacillus subtilis
Ce sont des bactéries Gram positif. Elles produisent des endospores, elles
sont trés répandues dans le sol et les végétaux et sont généralement considérées

comme inoffensives, bien qu’elles causent des maladies d’origine alimentaire [83].

» Candida albicans
C’est un mycéte levuriforme qui croit souvent sur les muqueuses de la

bouche, du tractus intestinal et des voies vaginales [83].
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1.2.2. Activité antioxydante
1.2.2.1. Définition

C’est la capacité que posséde une molécule, de capter ou de piéger les

radicaux libres produits spontanément et d’'une fagon continue dans I'organisme

vivant.

Ces derniéres années, lintérét porté aux antioxydants naturels en
relation avec leurs propriétés thérapeutiques a augmenté considérablement. De
nombreux travaux ont été réalisés dans le domaine de I'extraction, I'identification

et la quantification de ces composés a partir des plantes médicinales et des
produits agroalimentaires [84, 85, 86, 87].

1.2.2.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération

pY

de radicaux libres et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les
dommages oxydatifs [88]. Il correspond a une perturbation du statut oxydatif
intracellulaire [89]. Dans les systemes vivants, une production physiologique de
radicaux libres se fait de maniere continue. Dans des conditions pathologiques ou
provoquées par des facteurs exogéenes, une surproduction de ces réactifs est
possible. Ce sont les antioxydants qui peuvent empécher les dégats cellulaires

causeé par les radicaux libres de I'oxygene [90].

1.2.2.3. Les radicaux libres

Un radical libre est le produit des réactions d’oxydation du métabolisme
cellulaire. Hyperactif chimiquement [91], cette espéce chimique (atome ou
molécule) contient un électron non apparié sur son orbitale externe [92]. Elle est

comparée a un déchet toxique qu’il faut recycler en permanence [93].

L’ensemble des radicaux libres et leurs précurseurs sont souvent appelés

espeéces réactifs a 'oxygéne ERO [92].

Les radicaux libres sont doués d'une forte réactivité, qui peut mener a un
désordre dans les structures moléculaires et qui se traduit par I'oxydation des
lipides membranaires, des protéines cellulaires et des acides nucléiques. Cet effet

entraine la mort cellulaire [94, 95].
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1.2.2.4. Les antioxydants

Un antioxydant est défini, comme étant toute substance présente en faible
concentration, relative a un substrat oxydable et qui diminue ou prévient

I'oxydation de ce substrat [96].

1.2.3. Activité anti-inflammatoire

De nombreuses HE peuvent étre utilisées pour traiter ou alléger les

processus d’origine inflammatoire [97, 98].

Certains flavonoides inhibent la synthése des prostaglandines, cette action
leur confére une activité anti-inflammatoire. Les tanins catéchiques possedent la
propriété de diminuer la perméabilité capillaire, ce qui leur confére une activité

anti-inflammatoire [99].

1.2.3.1. La réaction inflammatoire

L’'inflammation est 'ensemble des mécanismes réactionnels de défense par
lesquels I'organisme reconnait, détruit et élimine toutes les substances qui lui sont

étrangeres.

Les signes classiques d’une inflammation sont : une rougeur, une chaleur,

une douleur et un gonflement [76].

La réaction inflammatoire met en jeu de nombreux systemes biologiques qui
interviennent a des temps et des degrés variables : réactions biochimiques,
activation cellulaire, coagulation, fibrinolyse et qui visent a détruire ou a éliminer la
substance étrangere. Cependant une activation trop prolongée ou trop importante

peut entrainer des altérations plus ou moins définitives [100, 101].

1.2.3.2. Les causes de l'inflammation

Les causes de I'inflammation sont nombreuses et variées : agents infectieux,
substance étrangere inerte, agent physique, Iésion cyto-tissulaire post-traumatique
[102].

Les causes ou les facteurs qui vont déclencher I'inflammation sont multiples
et variées. Elles peuvent avoir diverses origines :

v' Causes exogenes :
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e Agents physiques : traumatisme, radiations, électricité, froid, chaleur,
piqdre, coupure ;

e Agents chimiques : acide, base, substances minérales diverses ;

e Agents biologiques : microorganismes pathogenes (virus, bactérie, parasite,
champignon) et d’autres agents comme le vin, le pollen et les toxines [101,
103].

v' Causes endogéenes :
e Causes trophigues: elles sont en rapport avec un défaut de vascularisation ;

e Conflits immunitaires: rencontrés dans les maladies inflammatoires

chroniques [104].

On doit souligner que :

Les micro-organismes infectieux ne constituent qu'une partie des causes de
l'inflammation et qu'une réaction inflammatoire n'est donc pas synonyme
d'infection.

Un méme agent pathogéne peut entrainer des réactions inflammatoires
différentes selon I'héte d'ou l'importance des facteurs liés a I'héte (en particulier
I'état des défenses immunitaires). Plusieurs causes peuvent étre associées dans

le déclenchement d'une réaction inflammatoire.

L’inflammation est dite :

- Primaire (ou aigué€) quand elle est de cause immédiate et localisée ;

- Secondaire (ou chronique) lorsqu’elle est plus étendue comme c’est le cas
de l'inflammation rhumatismale [105, 106, 107, 108, 109, 110].

1.2.4. Activité antalgigue

De nombreuses HE présentent une activité contre tout type de douleurs,
d’autres sont connues pour étre efficaces contre le stresse. Elles peuvent avoir

une action sédative, relaxante, anticonvulsive ou spasmolytique [111, 112].

1.2.4.1. Définition de la douleur

La douleur est un processus physiologique dont le but est davertir la

personne d’une menace de son intégrité physique [113].

La définition actuelle de la notion de la douleur a été rendue officielle par
'l.A.S.P. (International Association for the Study of Pain): « la douleur est
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I'expression d’'une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée a une

|ésion tissulaire existante ou potentielle ou décrite en terme d’une telle Iésion ».

Il s’agit d’'une sensation spécifique ayant des récepteurs et des conducteurs

périphériques et centraux qui lui sont propres [114].

Elle apparait a la suite d’'une inflammation, d’'une contraction musculaire,

d’'un spasme vasculaire ou d’une infection locale [115].

1.2.4.2. Définition d’un spasme

Le spasme est une contraction involontaire des fibres musculaires, celle-ci
est intense mais passagére. La douleur provient de l'arrét de la circulation

sanguine dans le muscle pendant cette contraction anormale [114].

1.2.4.3. Les antispasmodigues

C’est une substance utilisée pour atténuer ou supprimer un spasme. Ce sont
des sédatifs et dans certains cas, des dépresseurs du systéme nerveux central
[116].



CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES
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Partie 2.1
MATERIEL D’ETUDES

2.1.1. Matériel végétal

La plante Melissa officinalis L. a été récoltée au niveau de la station de
Hammam Melouane, dans la forét de Chréa a 266 m d’altitude (Tableau 2.1). Elle
a été identifiée au sein du Parc National de Chréa (Direction de Blida). Cette
identification a été confirmée au laboratoire de Biologie végétale du département
d’Agronomie de l'université de Blida.

Les tiges feuillées ont été récoltées avant la floraison au mois de mai 2014.
En juillet 2014, un autre prélevement des fleurs a été effectué dans la méme

région.

Tableau 2.1: Coordonnés géographiques du site de récolte de Melissa officinalis

Région Localisation | Altitude Latitude Longitude
Hammam Blida- | 566 m | 36°28'46.06" Nord | 3°02'51.05" Est
Melouane Algérie

La plante a été séchée, a I'abri de la lumiere et a la température ambiante
(25 a 28°C). Aprés séchage, le matériel végétal est fractionné en deux parties :
'une est broyée pour obtenir une poudre fine, qui servira a la préparation des
extraits, l'autre pour l'extraction des huiles essentielles par entrainement a la

vapeur d’eau.

2.1.2. Matériel bactériologique

Les bactéries utilisées sont des bactéries identifiees et référencées par le
laboratoire de stérilité et microbiologie (Complexe Antibiotical SAIDAL), et par le

laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida.
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Le matériel utilisé pour I'extraction, la purification et le test antibactérien est

porté en appendice B.

2.1.3. Matériel animal

Les souris utilisées pour les tests pharmacologiques sont fournies par le
laboratoire de pharmacotoxicologie, unité animalerie du Complexe Antibiotical
SAIDAL de Médéa.

Souris : Mus musculus, variété Albinos
Souche : NMRI
Poids : de 18 & 24g
Sexe : méale
Nombre de souris : 48
Nourriture : Granules d’origine ONBA, fournisseur « la production locale »,
Bouzareah.
Boisson : eau de maniere ad-libitum
Conditions d’hébergement :
Température : 40°C
Humidité : 50%
Eclairage : 10 h

Les essais ont eu lieu dans les mémes conditions normales d’'une animalerie

conventionnelle au niveau du Complexe Antibiotical SAIDAL de Médéa.

2.1.4. Matériel non biologigue (Voir appendice B).
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Partie 2.2
METHODES D’EXPERIMENTATION

Notre étude expérimentale a été réalisée sur une période allant de 'année
2014 a 2017.

Les différentes extractions ont été réalisées au niveau du :

v’ Laboratoire de recherche de biotechnologies, environnement et santé ainsi que
le laboratoire des projets de fin d’études (P.F.E.) du département de Biologie a
I'université de Blida.

v’ Laboratoire de phytopharmacie du département d’agronomie a l'université de
Blida.

Les analyses physicochimiques ont été faites dans :
v' Le laboratoire de physicochimie du complexe Antibiotical « SAIDAL » a Médéa,
v’ Le Laboratoire central de recherche de la Police scientifique et technique
d’Alger.

L’étude de l'activité antioxydante a été réalisée au niveau du laboratoire des

projets de fin d’études (P.F.E.) du département de Biologie a l'université de Blida.

L’étude de l'activité antimicrobienne a été réalisée au niveau du laboratoire

d’hygiéne de la wilaya de Blida.

L’étude des effets pharmacologiques de la plante Melissa officinalis L. a été

réalisée au laboratoire de toxicologie du complexe SAIDAL a Médéa.

2.2.1. Etude ethnobotanique

L’enquéte que nous avons menée sur terrain s’est déroulée en deux phases :
v’ La premiére phase porte principalement sur des entretiens effectués avec des

personnes spécialisées dans le domaine de la phytothérapie et médecine
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traditionnelle (médecins phytothérapeutes et herboristes) (Appendice C), afin
d’établir une fiche technique de la plante Melissa officinalis L. La fiche comporte :

-Nom vernaculaire

-Nom scientifique

-Famille de la plante

-Localisation de la plante

-Culture

-Parties utilisées

-Période de récolte.

v La deuxiéme phase concerne un sondage auprés d’'un groupe de la population,
représentant toutes les catégories sociales, suivant un questionnaire qui leur a été

remis (Appendice C).

Ce sondage est effectué dans le but de recueillir des informations sur la
plante mais aussi des informations sur les connaissances en phytothérapie de ce

groupe et ses préférences entre un traitement médical et un traitement naturel.

Cette enquéte a concerné un échantillonnage de 125 personnes
questionnées aléatoirement, dans les Wilayas suivantes: Blida, Alger,

Boumerdes, Tipaza, Médéa, Tizi-Ouzou et Bouira.

2.2.2. Etude macroscopique et microscopique

Le but de cette étape est de chercher déventuelles spécificités

morphologique et anatomique de la plante. Nous nous appuyons sur :

2.2.2.1. Examen macroscopique de la plante

Nous avons cherché des spécificités caractéristiques de Melissa officinalis

L. en observant les organes : tige, feuille et fleur.

2.2.2.2. Examen microscopigque de la plante

L’étude microscopique a porté sur la réalisation des coupes histologiques au

niveau de la tige, feuille et pétiole avec une double coloration.
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2.2.2.2.1. Coupes histologiques par microtome

La technique nécessite trois étapes fondamentales en se basant sur le
passage des organes dans plusieurs bains successif (Figure 2.1). Le protocole est
présenté en annexe (appendice D) [117]:

Fixation des

AVA :
Formol / Alcool / Acide
acétique

Déshydratation (éthano
Imprégnation (toluéne)
Inclusion (paraffine

organes

Inclusion des
organes

' %

Confection des
coupes

Déparaffinage (toluéne
" Réhydratation

alcool/formol

Coloration

Figure 2.1 : Schémas résumant les principales étapes de réalisation des coupes

histologiques par le microtome

2.2.2.2.2. Coupes histologiques a main levée

La technique universelle de la double coloration (Figure 2.2) a été realisée
selon les étapes suivantes :

- les coupes sont plongées dans I'eau de Javel a 12° pendant 10 a15 min pour
vider les cellules de leur contenu ;
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- Aprés ringage a lI'eau courante 5 a 10 min, les coupes sont traitées par I'acide

aceétique (10%) pendant 1a 2 min ;

- Elles sont ensuite lavées a I'eau courante 5 a 10 min et placées dans le vert de

méthyle pendant 15 a 20 min ;

- Les coupes sont rincées a I'eau courante pendant 5 a 10 min puis nous les

plongeons dans le rouge Congo 15-20 min ;

- Les coupes sont ensuite lavées a I'eau, montées entre lame et lamelle et

observées au microscope photonique.

10°20° gl

Réalisation des coupes :

Les différentes étapes de la double coloration :

Cowges vipitaks

Hypochlorite de sodium 12% ,

Ringage avec ['can

Bty T ] o

R écuperation des coupes sous
courant d'eau ,micropling renversée,

8

15°-20°

Rouge Congo,

1°-2°

- — [ —

oy

Ttz
‘E_—_-_,—
Acide accique ,

Ringage avee Feau

Ringage avee Feau

4

15°-20°

Vert de metyle ,

Figure 2.2 : Technique de la double coloration
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2.2.3. Etude phytochimique

Le but de cette étude est de :
- Caractériser certains métabolites secondaires de la plante par screening
chimique ;
- Déterminer la teneur en tanins et flavonoides ;
- Extraction et analyse des fractions polaire et apolaire par soxhlet ;

- Extraction et contrdle analytique de I'huile essentielle de Melissa officinalis L.

2.2.3.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble de réactions chimiques
simples, permettant d’orienter rapidement vers I'étude détaillée de quelques types

de constituants chimiques [118].

Le screening phytochimique a été effectué selon la méthode décrite Par
BRUNETON [53].

e Principe :

Les tests phytochimique consistent a détecter les différentes familles de
composés existantes dans la partie étudiée de la plante par les réactions
qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de
composeé.

Le but de ces tests est de mettre en évidence la présence ou I'absence des
principaux métabolites secondaires (anthocyanes, tanins, flavonoides, alcaloides,

saponosides, glucosides, quinones).
Les tests sont effectués soit sur la poudre, soit sur un I'infuse.

Les résultats seront classés selon [119]:
- Réaction franchement positive : + + +
- Réaction moyennement positive : + +
- Reéaction faiblement positive : +
- Reéaction difficile a interpréter : +

- Réaction négative : -
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e Préparation de l'infusé :

Nous avons pris 10 g de poudre que nous avons mis dans 100 ml d’eau distillée
en ébullition puis la solution est mise dans un agitateur magnétique pendant
15min, ensuite, on filtre a l'aide d’'un papier filtre. Le filtrat est récupéré dans un

flacon ombré et conservé a une basse température.

a) Recherche des alcaloides

On fait humecter 5 g de poudre végétale avec 20 ml d’ammoniaque (NH40OH 1M),
qu'on laisse macérer pendant 24 h dans 50 ml d’'un mélange éther/chloroforme

(3v/1v), le filtrat est épuisé par de I'acide chlorhydrique (HCI 2N).

A 1 ml du filtrat, on ajoute quelques gouttes du réactif de Dragendroff, I'apparition

d'un précipité rouge, indique la présence d'alcaloides [120].

b) Recherche des substances polyphénoliques

b1/ Recherche des anthocyanes

Leur identification consiste a rajouter quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI
0,IN) a 5ml d’infusé. La réaction donne une coloration rouge en présence

d’anthocyanes.

b2/ Recherche des tanins

On ajoute a 5 ml d’'infusé quelques gouttes d’'une solution de FeCl; a 5%.

La réaction donne une coloration bleu-noiratre en présence des tanins [121].

e Tanins catéchiques

On ajoute 7 ml de réactif de Stiasny (Formol 30%, HCI concentré : 1/0,5) a 15 ml
d’'infusé. Ce mélange est chauffé au bain-Marie a 90°C pendant 15 min. La

réaction donne une coloration rouge en présence des tanins catéchiques.

e Tanins gallique

On ajoute 2g d’acétate de sodium a 5 ml d’infusé. On y ajoute quelques gouttes
de FeCls (1%). La réaction donne une coloration bleue foncé en présence des

tanins galliques.
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b3/ Recherche des flavonoides

On introduit dans un tube a essai 5 ml d’infusé, auquel on ajoute 5 ml d’acide
Chlorhydrique (HCI), 1ml d’alcool iso-amylique, puis quelques copeaux de
magnésium. L'apparition d'une coloration rouge-orangée indique la présence des

flavonoides.

c) Recherche des quinones libres

A 2 grammes de poudre végétale humectés par 2 ml d’acide chlorhydrique N
(HCL N), on ajoute 20 ml de chloroforme, on laisse pendant 3 heures en contact,
puis ce mélange est filtré. On introduit le filtrat dans un tube a essai et on lui ajoute
5ml d’ammoniaque (NH4OH 1M). L'apparition d'une coloration rouge indique la

présence des quinones libres.

d) Recherche des saponosides

A 2 millilitres d’infusé, on ajoute quelques gouttes d'une solution saturée d’acétate
de plomb, la formation d’'un précipité blanc, indique la présence des saponosides
[122].

e) Recherche des glucosides

A 2 grammes de poudre végétale, on ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique
(H.SO4 1M). La formation d’une coloration rouge brique, ensuite violette indique la

présence des glucosides [122].

2.2.3.2. Extraction des tanins et flavonoides

2.2.3.2.1. Extraction et détermination de la teneur en tanins

a- Extraction
Le protocole expérimental suivi pour I'extraction des tanins est le suivant :

30 g de poudre végétale sont dégraissées en les laissant macérer dans 100
ml d'éther de pétrole pendant 24 h. Apreés filtration, le marc est récupéré alors que

la chlorophylle et les lipides sont éliminés.
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Le marc récupéré est repris par 50 ml d'éther diéthylique ensuite il sera filtré
pour éliminer les phénols, les catéchines et I'acide oxybutyrique.

Le marc est repris une deuxieme fois par 100 ml de méthanol. Il est filtré

dans un ballon préalablement pesé.

Le filtrat méthanolique est soumis a une évaporation sous vide pour obtenir

un résidu sec. C'est un extrait pur de tanins qui sera pesé [53].

b- Détermination quantitative

Le poids de l'extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du

ballon plein et le poids du ballon vide.

Le calcul du poids des résidus de tanins, ainsi que I'évaluation de la teneur

sont réalisés selon les formules suivantes:

Mi=P2—P1

Tt = (Mt/ MV)X 100

Avec :

M; : masse de l'extrait sec des tanins en g.

M, : masse de poudre végétale a extraire en g.

P1 . poids du ballon vide en g.

P . poids du ballon avec l'extrait sec des tanins en g.

T:.teneur de la drogue en tanins en % / g de poids sec.

2.2.3.2.2. Extraction et détermination de la teneur en flavonoides

a- Extraction

Le protocole expérimental suivi pour I'extraction des flavonoides est celui
décrit par Guignard [123, 53].

* Macération:

Une quantité de 30 g de poudre veégeétale est macérée dans 100 ml de
méthanol pendant 72 h. Aprés filtration, le méthanol est évaporé par un

évaporateur rotatif a une température de 60°C sous vide. Le résidu sec obtenu est

traité par 50 ml d'eau tiéde pour I'obtention d'un extrait aqueux.
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* Extraction liguide-liquide:

Cette opération permet la séparation d'un ou de plusieurs constituants par
l'utilisation de leur distribution inégale dans deux liquides pratiguement non

miscibles.

Nous avons mis en ceuvre une seérie d’extraction liquide-liquide dans des
ampoules a décanter par des solvants non miscibles a l'extrait aqueux. Elle
consiste en I'addition de 3x30 ml de chloroforme qui élimine la chlorophylle et les
lipides. Ensuite, nous ajoutons 3x30 ml de I'éther diéthylique pour extraire les
génines et les flavonoides libres. Enfin, I'addition de 3x30 ml d’acétate d’éthyle
permet d’éliminer les monosides et entraine la majorité des hétérosides
flavoniques. Au cours de ces différentes étapes, nous récupérons la phase

aqueuse.

Au cours de la derniére phase aqueuse, nous ajoutons 3x30 ml de butanol

pour récupérer la phase alcoolique.

Cette dernieére phase contenant les flavonoides est récupérée dans un ballon
préalablement pesé. Elle est ensuite soumise a une évaporation du butanol sous
vide & 55 °C pour I'obtention du résidu sec. C'est I'extrait des flavonoides qui sera

pesé.

b- Détermination guantitative

Le poids de l'extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du

ballon plein et le poids du ballon vide.

Le calcul du poids des résidus de flavonoides, ainsi I'évaluation de la teneur

sont réalisés selon les formules suivantes:

Mf: Pz— P1

Tr = (M¢/ My ) x 100

Avec :
M; : masse de I'extrait sec des flavonoides en g.
M, : masse de poudre végétale a extraire en g.
P: . poids du ballon vide en g.
P, . poids du ballon avec I'extrait sec des flavonoides en g.
T;.teneur de la drogue en flavonoides en % / g de poids sec.
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2.2.3.3. Etude des composés non volatils polaires et apolaires

Le but de cette étape est d’extraire les fractions non volatiles polaires et
apolaires par le soxhlet qui seront analysées par la suite pour révéler la présence

de certains métabolites secondaires de Melissa officinalis L.

2.2.3.3.1. Extraction des composés non volatils

e Principe du Soxhlet :

L’extracteur de Soxhlet (Figure 2.3), est un appareil spécifique congu pour
I'extraction continue solide-liquide. Le solvant (5 a 10 fois la quantité de
I'échantillon solide a extraire) est porté a ébullition. Ensuite, il est condensé avec
le condenseur, contenant le solide a extraire dans une cartouche de papier épais.
Le contact entre le solvant et le produit a extraire dure pendant I'accumulation du
solvant dans le réservoir, puis quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce
le siphon et retourne dans le ballon en entrainant la substance dissoute. Ce cycle

peut étre répété plusieurs fois [124].

Cartouche
contenant le

cofide Tube en verre

Siphon

Solvant

Ballon
chauffé

Figure 2.3. Schémas d’'un extracteur de Soxhlet [125]
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Le protocole expérimental est celui de FOUNEGEB et al. [126]. Il repose sur

la technique d’extraction par solvants successifs. Il se fait en deux étapes :

e Mode opératoire :
Etape 1:
La poudre végétale est dégraissée par un solvant apolaire. Les étapes sont :
- 40g de poudre végétale sont extraits par 500ml d’éther de pétrole a I'aide du
Soxhlet ;
- Aprés 12 siphonages, le solvant récupéré est évaporé sous vide par
I'évaporateur rotatif pour obtenir la concréte apolaire,

- La poudre végétale dégraissée est séchée a l'air libre pendant 24 heures.

Etape 2 :

Cette étape consiste a extraire les métabolites secondaires. Le mode
opératoire est le suivant :
- La poudre dégraissée est extraite une deuxieme fois par 500 ml de méthanol a
70% a l'aide du Soxhlet,
- Aprés 12 siphonages, la solution méthanolique est évaporée sous vide par

I'évaporateur rotatif, pour obtenir la concréte polaire.

2.2.3.3.2. Analyse spectrophotométrigue

e Principe de la spectrophotométrie ultraviolet- visible :

En faisant traverser par un faisceau lumineux monochromatique (lumiere a
longueur d’'onde fixe et définie) une cuve contenant une solution, une partie de la
lumiére incidente va étre absorbée par les molécules de la substance dissoute
[127, 128].

L’absorption du rayonnement par les molécules dans le domaine allant de
190 a 800nm, correspond a l'ultra violet (190-400nm) et au visible (400-800nm)
[129].

Les concretes apolaires et polaires des feuilles de la mélisse vont étre

analysées par spectrophotométrie ultraviolet- visible. Pour cette analyse, nous
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avons préparé des solutions de 1mg/1ml d’éther pour les concrétes apolaires.
Des solutions de méme concentration ont été préparées dans du méthanol pour
les concretes polaires. Le but de cette analyse est de déterminer quelques

groupements fonctionnels des concretes de la plante.

2.2.3.4. Extraction et caractérisation chimigue des huiles essentielles

2.2.3.4.1. Extraction et détermination du rendement en huile essentielle

L’huile essentielle est extraite par entrainement a la vapeur d’eau, afin d’en

obtenir un maximum.
e Principe de I'extraction par entrainement a la vapeur d’eau :

Le but est d’entrainer avec la vapeur d’eau les constituants volatils des
produits bruts. La vapeur détruit la structure des cellules végétales, libere les
molécules et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat cellulosique.
La vapeur, chargée en essence de la matiére végétale distillée, se condense
dans le condensateur avant d’étre récupérée dans une ampoule a décanter. On
recueille alors un mélange de composition défini de ces deux produits [130]. Les

parties insolubles dans I'eau de condensation sont décantées pour donner I'huile.

e Mode opératoire :

- Nous préparons la matiére végétale séche puis on s’assure que toutes les
parties du dispositif sont reliées les unes au autres.

- Nous remplissons le ballon avec 500g de matiere végétale seche (tiges et
feuilles).

- Remplir 'Erlen Meyer jusqu’a 4L et mettre sur une plaque chauffante. La vapeur
commence a s’acheminer a travers le tube vers 'ampoule de sécurité puis vers le
ballon ou se trouve le végétal.

- La vapeur d’eau entraine les constituants volatils dans le tube principal, pour

ensuite une condensation dans le serpentin du réfrigérant rempli d’eau.
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- Le distillat s’écoule goutte a goutte dans une burette. Ce distillat est constitué de
deux phases meélangées, une phase huileuse qui est I'huile essentielle et une
phase aqueuse.

- Ouvrir le robinet de la burette graduée pour récupérer I'hydrolat goutte a goutte
dans un Erlen Meyer, 'HE reste dans la burette jusqu’a obtention de la quantité
maximale de I'HE.

- L'huile essentielle est recuelllie par simple décantation du distillat.

- La conservation de I'huile essentielle se fait & une température de 4°C dans un

flacon en verre, a l'abri de la lumiére.

¢ Rendement en HE :

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I'huile

extraite et le poids de la plante a traiter [131, 132].

Le rendement est exprimé en pourcentage, il est calculé comme suit:

R =(Pu/Pa)x 100
Ou:

R = [YPu/ YPa] x 100

Avec :

R : rendement de I'HE en %.
Py : poids de I'HE en g.
Pa . poids de la plante traitée en g.

2.2.3.4.2. Contréle analytique de I'huile essentielle:

a- Contrble organoleptique de I'HE

Les propriétés organoleptiques regroupent tout ce qui est perceptible par les

sens.

Les différentes caractéristiques organoleptiques dont I'aspect, la couleur et

'odeur de I'HE ont été notées.
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b- Analyse physico-chimiques de I'HE

Les constantes physico-chimiques de 'HE ont été déterminées selon des

méthodes normalisées.

b1/ Indices physiques

% Indice de réfraction « AFNOR NFT 75.112.2000 »

L’huile essentielle polarise la lumiére a droite et a gauche. Selon la norme AFNOR
2000, I'indice de réfraction est le rapport entre le sinus d’angle d’indice, et celui du
rayon lumineux de longueur d’'onde déterminée [132].

e Mode opératoire :
Le produit est placé a I'aide d’'une pipette dans la cellule de mesure jusqu'au trait
signalé. Apres 15 secondes, temps nécessaire pour que I'appareil soit stabilisé et

a 20°C, refermer le couvercle, puis lire le résultat.

« Densité relative « AFNOR NFT 75.111.2000 »

C’est le rapport de la masse d’'un certain volume d’'une huile essentielle, a la

masse d’un volume égal d’eau a 20°C [132].

e Mode opératoire :
- Laver et sécher un bécher, puis le peser a I'aide d’'une balance de précision a
0,0001 g pres, pour déterminer son poids vide.
- Remplir le bécher avec de I'eau distillée a 20°C (avec 1ml), et déterminer la
masse apparente de son contenu en eau.
- Vider, laver et sécher le méme bécher, puis le remplir avec un volume d’huile

essentielle (1ml), et déterminer la masse de son contenu en produit [132].

La densité est déterminée par la formule suivante :

[ D:mz—mo/ml-mo ]

Mo : est la masse en gramme de la fiole vide.
m; : est la masse en gramme de la fiole remplie d’eau.

m, : est la masse en gramme de la fiole remplie d’'HE.
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b2/ Indices chimiques

 Indice d’acide (IA) « NF ISO 1242 : 1982 »

e Principe :
L’indice (la) est le nombre qui exprime en milligramme la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans un

gramme de substance.

e Mode opératoire :
Dissoudre une prise d’essai de I'huile essentielle dans 50 ml d’'un mélange égal en
alcool et en éther. Le solvant doit étre neutralisé au préalable par I'hydroxyde de
potassium 0.1 M, en présence de 0.5 ml d’'une solution de phénolphtaléine. Apres
dissolution titrez par I'hydroxyde de potassium 0.1M. Le titrage est terminé par

I'obtention d’une couleur rose qui persiste pendant au moins 15 secondes.

[ la=5,61xV /m ]

V: Volume de KOH 0.1M consommé.

m : Masse de la substance a examiner.

+ Indice de saponification « AN ISO 3637.1999 »

Cest [I'ébullition a reflux d'un échantillon avec une solution éthanolique
d’hydroxyde de potassium par une solution titrée d’acide chlorhydrique (HCI)
[133].

e Mode opératoire :
On pése 1g d’HE et on lui ajoute 25ml de KOH alcoolique (0,5M). On adapte le
réfrigérant et on chauffe a reflux pendant 60 mn, on ajoute a la solution chaude
1ml de la solution de phénolphtaléine et on titre avec I'HCI (0,5M) jusqu’a
disparition de la couleur rose de l'indicateur.
On prépare un essai a blanc (essai témoin) dans les mémes conditions

opératoires.

L’indice de saponification est donné par la formule suivante :
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(Vo — V1) X 56.1

Is =

Avec :

Vo : volume (ml) de HCI utilisé pour essai a blanc
V1 : volume (ml) de HCI utilisé pour la mesure de I'lS de I'échantillon
C : concentration (mole/l) du HCI

M : masse (g) de I'échantillon a analyser.
¢ Indice d’ester « AFNOR NFT 75.104.1994 »

L’indice d’ester est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde
de potassium nécessaire a la saponification des esters présente dans 1 g de

substance. Il est calculé a partir de l'indice de saponification (Is) et de lindice

d’acide (la).
[ IE= Is—Ia J

< Teneur en Eau

e Principe:
Pour doser de petites quantités d’eau, Karl Ficher en 1935, a proposé d’utiliser un
réactif préparé par I'action du dioxyde de soufre sur une solution d’iode dans un
mélange, de la pyridine et de méthanol anhydres. L’'eau réagit avec ce réactif
selon un processus en deux étapes, par lequel une molécule d’iode va disparaitre

pour chaque molécule d’eau présente dans la solution [134].

e Mode opératoire :
Mettre I'appareil en marche; vérifier si la solution de support de dosage n’est pas
saturée; en suite neutraliser cette solution jusqu’a I'élimination totale des traces
d’eau (c'est-a-dire jusqu’a ce que le voyant « on » de dosage s’allume).
Introduire 100 mg d’huile essentielle a I'intérieur du godet de dosage ; appuyer sur
le bouton «on» du dosimat et le dosage de I'eau se fera automatiquement ;
attendre la fin du dosage automatique, qui sera donné par l'allumage du voyant

« on » en rouge. Noter le volume final du dosage indigué dans le quadrant.
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e Expression des résultats
La teneur en eau, est exprimée en pourcentage et calculée a l'aide de la formule

suivante :

Vf x F x 100

Teneur en eau% =
P

F : Facteur de la solution de dosage Karl Fisher mg/ml d’eau (4.5429 mg/ml).
P : Pesée de I'échantillon (mg).

VT : Volume final du dosage (ml).

C- Analyse de la composition chimigue de [l'huile essentielle par

chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM)

e Principe :

Le but de cette analyse est la détermination de la composition qualitative des
constituants de I'HE.

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de

masse soumis I'échantillon & plusieurs tests, a savoir:
- lonisation des molécules qui se volatilisent sous l'effet de la haute température;
- Accélération des ions formés qui se dirigent vers le dispositif de séparation;

- Détection et traitement du signal a la sortie de I'appareil ce qui conduit au spectre
de masse qui constitue la représentation conventionnelle de I'abondance des ions

en fonction de leur rapport masse et charge m/z

- Identification par une comparaison informatique du spectre d'un pic inconnu avec

une ou plusieurs "banques de données" de référence [86, 87].

Les systémes modernes sont généralement pilotés par un logiciel, qui peut
prendre en charge la comparaison automatique des spectres obtenus avec des
bibliothéques de spectres contenant des informations sur des milliers de

composés [91].
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e Conditions opératoires :

L'analyse chromatographique de I'huile essentielle a été effectuée par un
appareil de type Hewlett-Packard (6890N) couplé a un spectrometre de masse
(HP 5973N) d’Agilent Technologies. La fragmentation est effectuée en mode
électron-impact (E.l.) a 70eV. La colonne utilisée est une colonne capillaire HP-
5MS (30 m x 0,25 mm). La température de la colonne est programmeée de 70 a
250°C a raison de 4°C.min-1. Le gaz vecteur est I'hélium dont le débit est fixé a 1
ml.min-!. L’appareil est relié & un systéme informatique gérant une bibliothéque de
spectre de masse et piloté par un logiciel « Turbomass » qui permettra
I'identification des constituants aromatiques de 'huile essentielle. La composition
en pourcentage a été calculée a partir de la somme des hauteurs de pic de la

composition totale de I'huile.

2.2.4. Evaluation de I'activité antioxydante

% Mesure de l'activité anti-radicalaire (DPPH) :

L'activité antioxydante a été évaluée in vitro par la méthode de piégeage du
radical DPPH. Cette méthode est considérée comme étant tres rapide, simple a
mettre en ceuvre, trés sensible, trés reproductible, ne nécessitant pas de matériels

spécifiques.

Le pouvoir antioxydant des produits testés a été comparé a un antioxydant
de synthese « Butyl-hydroxy-toluéne: BHT » et un antioxydant naturel «le
tocophérol ».

¢ Principe :

La capacité de céder des hydrogenes par les huiles essentielles ou par
certains composés purs, est mise en évidence par une méthode
spectrophotométrique, en suivant la disparition de la couleur violette d'une solution
méthanoligue contenant le radical libre DPPH* (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl)

[135]. On peut résumer la réaction sous la forme de I'équation :
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(AH)n représente un composé antioxydant capable de céder un hydrogéne au
radical DPPH. (violet) pour le transformer en molécule DPPH-H de couleur jaune.

% Mode opératoire :

Le test utilisant le DPPH a été réalisé en suivant la méthode décrite par
SANCHEZ-MORENO et al. [136, 137], ou 50ul de chacune des dilutions des
produits testés sont mélangés a 2ml d'une solution méthanolique de 60uM de
DPPH (dissoudre 2,4mg de DPPH dans 100ml de méthanol). Aprés une période

de réaction de 30 minutes, a I'abri de la lumiére, 'absorbance est lue a 517nm.

L'activité antioxydante est donnée par le pourcentage d’inhibition des

radicaux libres de DPPH (A%) qui est calculé par la formule suivante :

[ A% = [(Ablanc' Aéch)/ Ablanc] 100 ]

ou:

- Apanc: Absorbance du témoin (DPPH) au temps zéro avant addition de
['échantillon a tester.
- Acch : Absorbance de I'échantillon testé.

Cette décoloration est représentative de la capacité des composés a piéger
ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. Ce test
permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de

différentes substances [138].

Le parametre ICso a été introduit par Brand-Williams et ses collaborateurs. Il
est défini comme étant la concentration de I'extrait efficace pour réduire 50 % de
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DPPH en solution [138]. Cette grandeur est déterminée graphiquement en tragcant
pour un échantillon donné la courbe A% en fonction de la concentration puis on

détermine la concentration qui correspond a A% = 50.

Un autre parametre exprimant la puissance anti-radicalaire a été calculé

nommé « ARP » qui est égale & 1/ICsp [139].

< Analyse statistique :

Toutes les mesures expérimentales ont été effectuées en triple répétitions et
les résultats sont exprimés en moyenne de trois analyses * écart-type. L’analyse
statistique a été exécutée en utilisant I'analyse de la variance a sens unique
(ANOVA) suivi par le test de Tukey pour les comparaisons multiples et la
détermination des taux de signification. Les valeurs de p <0.05 sont considérées
significatives. Les régressions linéaires ont été obtenues en utilisant le logiciel
(STATISTICA 8) et I'analyse statistique et I'importance de la corrélation entre les

variables ont été exécutées en utilisant le logiciel (SigmaPlot 11.0).

2.2.5. Evaluation de I'activité antimicrobienne

Nous avons testé l'effet de son HE et celui de la concréete polaire (extrait
méthanolique). lls sont comparés aux témoins positifs, en l'occurrence, un

antibiotique « Ciprofloxacine » et un antifongique « Amphotéricine B ».

Le principe de cette étude consiste a estimer l'inhibition de la croissance des

microorganismes soumis au contact des principes et extraits de la plante.
¢ Principe :

L'évaluation du pouvoir anti-microbien est réalisée par la technique de
diffusion des disques sur milieu gélosé [140]. Dés l'application des disques

imbibés par les substances actives a analyser, ces dernieres diffusent
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uniformément. Apres incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition

circulaires, correspondant a une absence de culture [141].
% Mode opératoire :

Les souches microbiennes testées ont été choisies pour leurs fréquences
élevées dans les contaminations humaines, et sont des lots de I'ATCC (American
Type Culture Collection) référenciées par le laboratoire de stérilité du Complexe
Antibiotical - SAIDAL et par le laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida (Tableau
2.2).

Tableau 2.2 : Les souches microbiennes

Les souches Références

Bactéries Escherichia coli ATCC 25922
Gram Negatif Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bactéries Staphylococcus aureus ATCC 6538
Gram Positif Bacillus subtilis ATCC 9372
Levure Candida albicans ATCC 24433

Le protocole suivi est celui décrit par RAHAL [142]:
“+ Préparation des boites de culture :

On fait fondre, dans un bain Marie a 95°C, le milieu de culture approprié : Muller-
Hinton (MH) pour les bactéries et Sabouraud (SAB) pour la levure, ensuite on le
verse aseptiqguement dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre, a raison de

10ml/boite, I'épaisseur du milieu doit étre de 4mm [143].

On laisse solidifier les milieux de culture dans les boites de Pétri sur la paillasse, a

température ambiante.
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¢ Préparation de l'inoculum :

e Préparation des suspensions bactériennes : On prépare une suspension
bactérienne (inoculum), a partir d’'une jeune culture réactivée de 18 heures pour
les bactéries. On réalise une suspension trouble pour chague germe, en prélevant
3 a 5 colonies bien distinctes, a l'aide d'une anse de platine stérile, que I'on
introduit dans 10ml d’eau physiologique stérile (0,9%), ensuite la suspension est
bien homogénéisée au vortex. La densité optiqgue de chaque suspension doit étre
comprise entre 0,08 et 0,1 a une longueur d’'onde de 625 nm, qui correspond
environ a 108 UFC par ml pour les bactéries. Elle peut étre ajustée en ajoutant
des colonies bactériennes s'’il est peu concentré, ou bien de I'eau physiologie
stérile s’il est trop concentré. L’inoculum ainsi préparé doit étre ensemencé dans

les 15 min qui suivent sa préparation.

e Préparation de la suspension de levure: La levure est ensemenceée par la
méthode des stries sur le milieu Sabouraud. Aprés 24 a 48 h d’une incubation a
25°C, 4 a 5 colonies bien isolées sont prélevées et émulsionnées dans 10ml d’eau
physiologique stérile (0,9%), la densité optique de la suspension fongique est
mesurée au spectrophotometre a 625nm (elle doit avoisiner 0,3).

< Ensemencement des boites :

On imbibe un écouvillon stérile avec la suspension trouble, et on I'ensemence en
stries serrées sur la gélose en faisant pivoter la boite de Pétri horizontalement a

60°, pour couvrir toute sa surface.
s Dépbt des disques :

Des disques stériles normalisés de 9 mm de diamétre sont imbibés avec 20ul de
la substance a tester :

e L’huile essentielle.

e La concrétes polaire (solution de concentration de 1mg /1ml d’éthanol).
Nous avons utilisé aussi les disques de Ciprofloxacine (5 pg/disque) et
Amphotéricine B (10 pg/disque).

Puis a l'aide d'une pince stérile, on les dépose soigneusement sur la surface de la

gélose ensemencée, au préalable, par la suspension microbienne (3 boites pour
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chaque espéce microbienne). On doit également établir des reperes pour

reconnaitre la correspondance de chaque disque.
+ Incubation :

On laisse les disques diffuser sur la paillasse pendant 30 min, puis on transfére
les boites pour incubation dans une étuve bactériologique, en les renversant sur
leur couvercle (37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour

la levure).

«» Lecture et expression des résultats:

Aprés écoulement du temps d’incubation requis, la sensibilité des souches
testées est déterminée, en mesurant les diameétres des zones d’inhibition

développée autour du disque, a l'aide d’un pied a coulisse (exprimé en mm).

La zone d’inhibition est définie comme étant une auréole formée autour du

disque, ou aucune croissance n’est observée [144].

La mesure du diamétre des halos d'inhibition est souvent transcrite dans

différents symboles proportionnels a I'activité (Tableau 2.3).

Tableau 2.3: Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones
d’inhibition [144]

Diametres de la zone

dinhibition ( @ ) Transcription Sensibilité du germe
@ <8 mm - Résistant ou non sensible
@ compris entre 9 a 14 mm + Sensible
@ compris entre 15 a 19 mm ++ Trés sensible

@ >20 mm +++ Extrémement sensible
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2.2.6. Etude de l'activité anti inflammatoire:

L’'objectif de cette étude, consiste a évaluer I'activité anti-inflammatoire de
I'HE de la mélisse, dans un test discriminatoire pour une éventuelle utilisation en
thérapeutique.

Ce test est tres utilisé pour évaluer un nouvel anti-inflammatoire en premiere

intention.

% Principe :

Le protocole adopté est celui décrit par BERKAN et al. [145]. Le principe du
test consiste a provoquer un gonflement aigu de la patte d'une souris. Il est réalisé
par une injection d’une substance inflammatoire sous I'aponévrose plantaire de la
patte postérieure gauche. Ceci provoque une réaction qui peut étre réduite par
des substances anti-inflammatoires. Elle se traduit par un cedéme qui s'installe

rapidement et persiste [146].

Cette étude permet de comparer la réduction de I'cedéme plantaire aprés
administration de différentes doses de produits anti-inflammatoires a tester et du
produit de référence.

Le test consiste a évaluer I'effet anti-inflammatoire de I'huile essentielle de
Melissa officinalis a 0,1g/ml et 0,01g/ml sur 'cedéme des pattes postérieures

provoqué par l'injection d’'une solution de carraghénine a 1% chez les souris.

Les carraghénanes ou carraghénine sont des polysaccharides linéaires

sulfatés qui rentrent dans la composition de la paroi cellulaire des algues rouges.
% Mode opératoire :

Afin de mettre en évidence l'effet anti-inflammatoire, les souris sont réparties
en 4 lots de 6 souris chacun, dont 2 lots traités, un lot de référence et un lot
témoin.

On a utilisé des souris albinos de souche NMRI, dont le poids est supérieur a
18g (de 18g a 24g de sexe male) et qui ont été privées d’alimentation la veille de

I'expérimentation (une période de jeun approximativement de 18 heures).
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1°/ Dans un premier temps, on procéde a I'administration des différentes

solutions a analyser par gavage a l'aide d’'une sonde gastrique (Appendice B3 -
Figurel) « eau physiologique, HE de 0,1g/ml, HE de 0,01g/ml et Clofénal®
0,1g/ml» a la dose de 100mg/kg de poids corporel de chaque substance ou
I'équivalent d’'un volume de 0,5ml, réparti comme suit :

» Autemps Ty :

¢ lot témoin : chaque souris regoit 0,5ml d’eau physiologique.

¢ |ot essai 1 : chaque souris regoit 0,5ml de 'HE 0,1g/ml de la mélisse.

e ot essai 2 : chaque souris regoit 0,5ml de I'HE 0,01g/ml de la mélisse.

e |ot essai 3 : chaque souris recoit 0,5ml du produit de référence (Clofénal®)

a la méme dose active.

2°/ Aprés 30 minutes de la prise de la dose indiquée, l'inflammation est
provoquée en injectant un volume de 0,025ml d’'une solution de carragénine 1%
sous l'aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche de chaque souris
(Appendice B3 - Figure 2).

La préparation de la solution de carragénine (1%) a été faite par une dilution

de 20mg de la carraghénine dans 2ml d’eau physiologique.

3°/ Quatre heures aprés linduction de [linflammation, [l'activité anti-
inflammatoire est évaluée en sacrifiant les souris par la rupture de la nuque.
Ensuite, on leur coupe les pattes postérieures a hauteur de l'articulation pour les
peser a l'aide d’'une balance analytique. On procéde aux calculs des moyennes

arithmétiques des poids des pattes gauches et des pattes droites pour chaque lot.

s Expression des résultats

Les mesures effectuées serviront a la détermination de deux parametres clés du
processus inflammatoire qui sont :

e Le pourcentage daugmentation de l'cedéme (% AUG cedeme)
pourcentage d’augmentation du volume de la patte postérieure gauche (PPG),
enflée par rapport a la patte postérieure droite (PPD) saine de I'animal, qui est

calculé comme suit :
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Moyenne des poids des PPG - Moyenne des poids des PPD
% AUG d’cedéme = 100
Moyenne des poids des PPD

e Le pourcentage de réduction de I'cedeme (chez les souris traitées par

rapport au témoin) selon la formule:

% AUG d'cedéme témoin — % AUG d'cedéme essai
% RED d’'cedéme = x100
% AUG d'cedéme témoin

+ Etude statistique :

Les résultats sont exprimés en moyenne du diamétre des PPG + écart-type. La
signification statistique a été déterminée au moyen du test d'analyse de variance a
sens unique (ANOVA) suivi par le test post-hoc de Student-Newman-Keuls pour
comparaison par paires.

P<0.01 a été considérée comme différence hautement significative. L’étude

statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SigmaPlot (Version 11.0).

2.2.7. Etude de l'activité antispasmodique

L’objectif de cette étude, consiste a évaluer I'activité antispasmodique de 'HE

de la mélisse pour une éventuelle utilisation en thérapeutique.

®,

% Principe :

Le test de contraction de Writhing [147] adopté dans notre étude, est une
meéthode chimique utilisée pour induire une douleur d'origine périphérique par

injection de principes irritants chez la souris.

Une réaction douloureuse est provoquée chez les souris par injection intra-
péritonéale d’acide acétique (CH3;COOH) a raison de 0,1/10g de poids corporel
(Pc).



60

Les douleurs se manifestent par un mouvement d’étirement des pattes
postérieures et des torsions de la musculature dorso-abdominale (spasmes) qui

peuvent étre réduites par un produit antispasmodique [147].

L'activité antispasmodique du composé d'essai est déduite de la diminution

de la fréquence des torsions.

Le test consiste a évaluer l'effet antispasmodique de I'huile essentielle de
Melissa officinalis a deux concentrations différentes (0,1g/ml et 0,01g/ml) en
comparaison a un produit de référence (contréle positif) le phloroglucinol

« Spasfon ® ».
% Mode opératoire :

Afin de mettre en évidence l'effet antispasmodique, les souris (de 189 a 24g
de sexe méale) sont réparties en 4 lots de 6 souris chacun, et mises a jeun pendant

16 heures avant I'expérimentation.

1°/ Dans un premier temps, on procéde a I'administration de 0,5 ml des

différentes solutions a analyser par gavage comme suit:

e Le premier lot « témoin », recoit de I'eau physiologique.

e Le 2éme lot regoit le produit a tester " L’'HE de la mélisse a 0,1g/ml ".

e Le 3éme lot recoit le produit a tester " I'huile essentielle de la mélisse a
0,01g/ml ™.

e Le 4éme c'est le lot contréle positif, dont les recoivent le phloroglucinol
« Spasfon ® 10mg/ml» dilué dans I'eau physiologique a 0,9% a une dose de

200mg/kg du poids corporel de I'animal.

2°/ Apres 30 minutes, toutes les souris regoivent 0,2 ml de la solution d’acide

acétigue a 1% par voie intra-péritonéale (Appendice B3 - Figure 3).

3°/ Apres 5 minutes, le comptage du nombre de spasmes est observé

directement sur les souris pendant 10min [148].
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% Expression des résultats:

Le pourcentage de réduction des spasmes (pourcentage de protection) est calculé

comme Suit :

Moy. des spasmes du lot témoin — moy. des spasmes du lot traité
% de protection = %100
Moy. des spasmes du lot témoin

« Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne du nombre de contractions abdominales
+ écart- type. La signification statistique a été déterminée au moyen du test
d'analyse de variance a sens unigue (ANOVA) suivi par le test post-hoc de
Student-Newman-Keuls pour comparaison par paires.

P<0.001 a été considérée comme différence trés hautement significative. L’étude

statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SigmaPlot (Version 11.0).



CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION



62

Partie 3.1

RESULTATS DE L’ETUDE ETHNOBOTANIQUE

3.1.1. Résultats de la premiére enquéte

Apres la premiere enquéte, effectuée auprés des spécialistes en

phytothérapie, nous avons obtenu des informations rassemblées dans le tableau

en annexes (Appendice C).

Suite a nos différentes visites avec les médecins phytothérapeutes et les

herboristes, nous avons établi la fiche technique suivante :

Nom vernaculaire francais
Nom vernaculaire arabe
Nom vernaculaire local
Nom vernaculaire berbere
Nom vernaculaire anglais
Nom scientifique

Famille de la plante
Localisation de la plante
Culture

Parties utilisées

Période de récolte

La mélisse

Trandjane

Ferzizoua

Ifer n’tzizoua

Lemon balm

Melissa officinalis L.
Lamiacée

Lieux incultes et ombragés
Plante spontanée et cultivée
Tiges et feuilles

Avril, Mai

Ainsi, cette premiere enquéte nous a permis de collecter les informations

sur le nom vernaculaire de la mélisse, sa localisation, sa culture, ainsi que son

utilisation en médecine traditionnelle.
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3.1.2. Résultats de la deuxieme enquéte

L’enquéte a concerné un échantillonnage de 125 personnes a travers sept

(07) wilayas du Nord algérien (Figure 3.1).
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Figure 3.1 : Répartition géographique de la population interrogée

Cette enquéte a abouti aux résultats illustrés par les figures de 3.2 a 3.10.

x Question n° 01 : Connaissez- vous la phytothérapie ?

99,2 %
100
&0
60
%
40
0. R0~
20 SAREAS /
0
1 2

Figure 3.2 : Pourcentage des connaisseurs de la phytothérapie
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Avec : 1 = Connaisseurs de la phytothérapie

2 = Non connaisseurs de la phytothérapie

Selon la figure 3.2, parmi les 125 personnes interrogées, 99,20% ont
répondu par oui, et 0,80% par non. Donc la phytothérapie est majoritairement

connue par cette catégorie de la population Algérienne.

Ce résultat nous confirme que ces dernieres années, la phytothérapie est
de plus en plus connue et prend une importante place parmi la population

interrogée.

x Question n°02 : Comment la connaissez vous ?

89,52%

100

80

60
%

40
10,48 %

20

Figure 3.3 : Pourcentage des utilisateurs de la phytothérapie

Avec : 1 = Entendu parler de la phytothérapie
2 = Soigner par phytothérapie

D’aprés la figure 3.3, sur les 99,20% des personnes ayant dit oui, 10,48%
ont entendu parler de la phytothérapie, mais ne I'ont jamais utilisée. Tandis que
les 89,52% restant, utilisent les plantes médicinales pour se soigner.

Nous pouvons constater que beaucoup d’entre eux croient en la fiabilité de
la phytothérapie comme un moyen de guérison comme une médecine alternative.



65

x Question n° 03 : Connaissez- vous la mélisse ?

Figure 3.4 : Pourcentage des connaisseurs de la mélisse

Avec : 1 = Connaisseurs de la mélisse
2 = Non connaisseurs de la mélisse

A travers les réponses recues (figure3.4), nous constatons que 60,80% du

groupe connaissent la plante et 39,20% ne la connaissent pas.

x Question n° 04 : Comment la connaissez vous ?

45

40 31,58%

Figure 3.5: Pourcentage des sources de connaissances
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Avec : 1 = Utilisée par une personne de I'entourage
2 = Utilisée par soi-méme

3 = Entendu parler
Sur les 60,80% connaissant la mélisse :
- 42,11% la connaissent grace a leur entourage,
- 31,58% connaissent la plante pour I'avoir utilisée personnellement,
- 26,32% des personnes ont en seulement entendu parler.
A lissu de cette enquéte et selon la figure 3.5, nous pouvons déduire que la
majorité des personnes interrogées connaissent la mélisse, soit pour I'avoir utilisé,

soit par leur entourage.

% Question n° 05 : Pour quelles maladies ou cas est- elle utilisée ?

(1]
25
20 17,86%
| 16,07%
14,29% 14,29%
15 12,5%
%
| ‘ A A
0 y

Figure 3.6 : Pourcentage des cas d’utilisations de la mélisse

o

(9]

Avec : 1 = Calmant

2 = Insomnies

3 = Etats grippaux

4 = Maladies de I'estomac
5 = Spasmes

6 = Autres cas
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D’apres les sondages et la figure 3.6, nous avons constaté que la mélisse
est utilisée pour son effet calmant et contre les insomnies. Elle est aussi utilisée
pour traiter la grippe, douleur d’estomac et les crises du colon. Ainsi nous avons
constaté d’autre cas d’utilisation de la mélisse (notamment son utilisation contre
les piqUres d’insectes, en apiculture et en cuisson au niveau des wilayas de Blida
et Tizi-Ouzou).

x Question n° 06 : Quelle est la partie utilisée de la plante ?

60 55,3?%

50 44,64%

40

% 30

20

10

0% - 2=

1 2 3 4

Figure 3.7 : Pourcentage des parties utilisées de la plante

Avec : 1 =Tige
2 = Feuilles
3 = Fleurs

2 = Tiges feuillées

D’aprés la figure 3.7, nous avons 55,36% de personnes ayant utilisé les
tiges feuillées de la mélisse alors que 44,64% ont utilisé uniquement les feuilles.

Ainsi, la plante entiere est utilisée.

% Question n°07 : Son mode d’utilisation ?

D’aprés les réponses que nous avons recueillies auprés des personnes
interrogées, nous pouvons dire que la mélisse est principalement utilisée en usage
interne. Les personnes interrogées préparent des infusions, comme ils peuvent
aussi utiliser la poudre des feuilles mélangée avec du miel.



% Question n° 08 : Le résultat est-il positif ?

%

100

80

60

40

20

91,07 %

Figure 3.8 : Pourcentage des résultats d’utilisation de la mélisse

Avec : 1 = Résultat positif

2 = Résultat négatif

3 = Résultat inconnu
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D’aprés la figure 3.8, nous constatons que 91,07% des personnes ont

répondu oui, alors que 8,93% ignorent le résultat de cette utilisation.

x Question n° 09 : Y’a-t-il des effets secondaires ?

%

100

80

60

40

20

96,43%

Figure 3.9 : Pourcentage des effets secondaires
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Avec : 1 = Existe des effets secondaires
2 = Pas d’effets secondaires

3 = Ignore le résultat
D’apres la figure 3.9, 3,57% des personnes interrogées ignorent si la mélisse
a des effets secondaires ou pas, 96,43% n’en ont signalés aucun, par contre

aucune personne n’a signalé des effets secondaires aprés son utilisation.

x Question n° 10 : Préférez-vous un traitement médical ou un traitement naturel ?

58,93%

60

50

40 26,79%

% 30

14,29%
20

10

Figure 3.10 : Pourcentage des traitements adoptés par les personnes interrogées

Avec : 1 = Traitement naturel
2 = Traitement médical

3 = Les deux traitements

De la figure 3.10, il ressort que 58,93% préférent les deux traitements a
égalité. Ainsi, 26,79% préferent un traitement médical alors que 14,29% optent

pour un traitement naturel.
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L’étude ethnobotanique a été une source importante pour la collecte des
informations sur le degré de connaissance de la mélisse par les spécialistes, ainsi
que son utilisation. Cette étude nous a permis également d’avoir une idée sur la
place occupée par Melissa officinalis L. en phytothérapie en Algérie. En effet,
nous avons pu constater que Melissa officinalis L. est plus utilisée dans les

wilayas de Blida, Tizi-Ouzou et Bouira.
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Partie 3.2
RESULTATS DE L’ETUDE MACROSCOPIQUE ET MICROSCOPIQUE

3.2.1. Examen macroscopigue de la plante

Apres identification de la plante Melissa officinalis L. récoltée dans la région
de Hammam Melouane, nous avons eu recours a quelques observations

macroscopiques.

3.2.1.1. La tige

Elle est quadrangulaire et mesure 60 a 80 cm de longueur. Les observations
a loupe binoculaire, ont montré que la tige est tapissée de poils épidermiques
(Figure 3.11).

Tige quadrangulaire

Poils épidermiques

Figure 3.11: Observation d'une partie de la tige a la loupe Gx2.5 (originale)

3.2.1.2. La feuille

L'observation d'une feuille a la loupe binoculaire révéle que le limbe est ridé.

Il est de couleur vert foncé sur la face supérieure et vert plus clair sur la face
inférieure. La feuille est tapissée de poils épidermiques qui recouvrent les deux
faces (Figure 3.12).



Nervure

Pétiole principale

-~ Poils
épidermiques

Nervures

Poils .
secondaires

épidermiques

(a) Une partie de la face supérieure Gx4.5  (b) Face inférieure Gx2.5

Figure 3.12: Observation de la feuille a la loupe binoculaire (originale)

3.2.1.3. Lafleur
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Elle est de petite taille. Elle est de couleur jaunatre au stade bouton, puis

blanche aprés I'épanouissement. Elle présente une corolle formée d'un tube et

deux levres inégales (Figure 3.13).

Les étamines sont au nombre de 4. L’ovaire est supere et comprend 2 loges

renfermant chacune 2 ovules (Figures 3.14 et 3.15).

Aprés maturation, le fruit contient 4 graines luisantes de couleur brunatre a

noir. La graine montre une écorce dure (Figure 3.16).

A la loupe binoculaire, la fleur présente des poils épidermiques au niveau du

calice et de la corolle (Figures 3.13 et 3.14).

Etamine

Poils épidermiques

(let2)

Calice
Feuille

Poils épidermiques

Corolle a deux levres

Figure 3.13: Observation de la fleur a la loupe binoculaire Gx4.5 (originale)



Calice

Loges

Ovaire

Poils
épidermiques
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Figure 3.14: Observation de l'ovaire a la loupe binoculaire Gx4.5 (originale)

Pétale

Anthére

Filet

(a) Etamine

(b) Pistil

Stigmate
bifide

Stylet

Figure 3.15: Observation des organes de la fleur a la loupe binoculaire Gx4.5

(originale)

Ecorce
de
la graine

Figure 3.16: Observation d’une graine a la loupe binoculaire Gx4.5 (originale).
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3.2.2. Etude microscopique

Afin de localiser les structures sécrétrices, nous avons effectué des coupes
histologiques minces et colorées (a main levée et par microtome) dans les tiges,

les feuilles ainsi que le pétiole.

3.2.2.1. Latige

Les Figures 3.17 et 3.18 illustrent des coupes transversales de la tige

réalisées respectivement a I'aide d’'un microtome et a main levée.

Collenchyme angulaire

Parenchyme médullaire

Poils tecteurs

Collenchyme angulaire
. M Pens
Liber t‘ -’ 6.' :

t. ' h

Bois

Parenchyme médullaire

Angles 4

Figure 3.18: Coupe transversale au niveau de la tige de M. officinalis (Gx10)
(Originale)
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Selon les figures (3.17 et 3.18), nous avons observé au niveau des coupes

histologiques de la tige de Melissa officinalis ce qui suit :

- La tige de la mélisse présente quatre angles. Les amas de collenchyme
angulaire sous épidermique sont responsables de l'aspect quadrangulaire. Le
collenchyme est un tissu vivant dont les parois cellulaires sont épaissies par la
cellulose.

- Le sclérenchyme est un tissu mort dont la paroi des cellules est épaissies par une
substance impérmeéable : la lignine.

- Le liber est un tissu conducteur de la seve élaborée. Il est issu du méristeme
secondaire.

- Le boisest un tissu conducteur de la séve brute. Il est issu du méristeme
secondaire.

- Le parenchyme médullaire ou la moelle, formé par des cellules isodiamétriques

amyliferes qui laissent des méats entre elles.

La structure histologique de la tige de la mélisse est une pachyte discontinue.

Les observations au microscope photoniqgue montrent deux types de poils
épidermiques, résultats de I'élongation de certaines cellules épidermiques. Ainsi, on
observe des poils tecteurs constitués de plusieurs cellules, en l'occurrence

pluricellulaires, et d’autres sécréteurs dont la téte est vésiculaire (Figure 3.19).

Cellules

(a) Poils tecteurs pluricellulaire (b) Poils sécréteurs a téte vésiculaire

Figure 3.19 : Mise en évidence des poils épidermiques au niveau de la tige Gx40
(originale)
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3.2.2.2. Lafeuille

La feuille de Melissa officinalis est recouverte entierement par un épiderme :

épiderme ventral et épiderme dorsal.
Les feuilles sont aussi tapissées de poils épidermiques.
Les observations au microscope photonique montrent les deux types de poils

épidermiques en l'occurrence, tecteur pluricellulaires et sécréteur a téte est

vésiculaire (Figure 3.20).

Poil sécréteur
a téte vésiculaire

Poil tecteur pluricellulaire
Epiderme ventral

Parenchyme
chlorophyllien

Epiderme dorsal

Figure 3.20: Observation des poils épidermiques au niveau de la feuille de M.
officinalis Gx10 (originale)

3.2.2.3. Le pétiole

En coupe transversale de l'extérieur vers l'intérieur, le pétiole montre les

structures anatomiques suivantes :

v Un épiderme : constitué par une assise de cellules dont certaines s’allongent
vers I'extérieure pour donner des poils épidermiques. Sur cet épiderme on
peut observer une cuticule.

v" Un collenchyme dont les cellules présentent des épaississements angulaires
de nature cellulosique. C’est un tissu vivant.

v" Un parenchyme cortical dont les cellules sont isodiamétriques.

v’ Les éléments conducteurs sont représentés par le bois et le liber (Figure
3.21).
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Cuticule

Bois

Liber

Collenchyme
angullaire

-

Poils épidermiques—»

Poils sécréteurs a téte vésiculaire

Figure 3.21: Coupe histologique au niveau du pétiole de M. officinalis Gx40
(originale)

L'aspect macroscopique de Melissa officinalis L. a mis en évidence la
présence d'un tapis de poils épidermiques sur la tige, les feuilles, le pétiole, le

calice et la corolle. Ainsi, toute la plante est tapissée de poils épidermiques.

Les coupes histologiques réalisées dans les organes étudiés montrent la
présence de poils sécréteurs a téte vésiculaire, seuls structure sécrétrice présente

dans I'ensemble de la plante : Mélissa officinalis L.

Toutefois, BOTTEGA et al. [149] et MARIN et al. [150] ont observé des
trichomes glandulaires capités pouvant synthétiser et contenir I'huile essentielle

chez les lamiacées.

On peut conclure que les poils épidermiques a téte vésiculaire sont seuls
responsables de la sécrétion de I'HE de Melissa officinalis L.

Nos observations ne corroborent pas avec ceux obtenus par VAN-DEN-
BERG et al. [151]. En effet nos résultats ne montrent pas la présence de
trichomes glandulaires.
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Partie 3.3
RESULTATS DE L’ETUDE PHYTOCHIMIQUE

3.3.1. Résultats du screening phytochimique

La mise en évidence de différents métabolites secondaires de la plante,

Nnous renseigne sur ses activités pharmacologiques.

Ces tests sont en relation avec l'intensité du précipité, et la coloration qui

sont proportionnelles a la quantité de la substance recherchée.

Les résultats de la composition phytochimique préliminaire de la poudre et
de I'extrait aqueux de Melissa officinalis L. par screening chimique sont regroupés

dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1:Le criblage phytochimique de Melissa officinalis L.

Métabolites secondaires Résultat du teste
Anthocyanes Absence -
Tanins catéchiques Présence ++
Tanins
Tanins galliques Présence +++
Quinones libres Absence -
Saponosides Présence +++
Alcaloides Traces +
Flavonoides Présence ++
Glucosides Absence -
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Nous pouvons observer que les réactions du criblage phytochimques
effectués sur la poudre et I'extrait aqueux des feuilles de Melissa officinalis ont
révélé leur richesse en composés phénoliques (les tanins galliques, tanins
catéchiques, flavonoides) ainsi qu’en saponosides et la présence des alcaloides

en I'état de trace.

Les tests de recherches des anthocyanes, des quinones libres et des

glucosides se sont révelés négatifs.

En effet, 'étude compléte du screening phytochimique met en évidence la
présence des composés chimiques possedant des activités biologiques
intéressantes, notamment les substances polyphénoliques (Tanins et
Flavonoides).

Ces mémes résultats ont été observés par BOUNIHI [152], qui a réalisé le

screening phytochimique de la mélisse et la menthe récoltées au Maroc.

Les résultats obtenus a l'issu du criblage phytochimique sont appuyés aussi
par ceux de NAGHIBI et al. [13], qui ont mentionné que les espéces des

lamiacées sont riches en divers métabolites dont les flavonoides et les tanins.

3.3.2. Extraction de certains principes actifs de Melissa officinalis L

3.3.2.1. Résultats de I'extraction des tanins

L’analyse quantitative des tanins de la mélisse a été déterminée suite a la
macération de la poudre des feuilles de la plante. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2: Résultats de la teneur en tanins

Prise d'essai Poids de l'extrait Teneur en Tanins
(¢)) (9) (% / g du poids sec)

30 1,3600 4,5333
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Le tableau 3.2. montre que Melissa officinalis est tres riche en tanins, avec
un taux de 4,53%, donnant a cette plante les différentes propriétés thérapeutiques
[58].

Cette teneur correspond principalement a l'acide rosmarinique tel qu'il est
précisé par ANTON [10] et TEUSCHER [4].

Selon PARIS et MOYSE [153], la mélisse séchée renferme 4% de tanins

catéchiques.

3.3.2.2. Résultats de I'extraction des flavonoides

L’analyse quantitative des flavonoides de la mélisse a été déterminée par la
macération de la poudre des feuilles de la plante suivie d’une série d’extraction
liquide-liquide. Le tableau 3.3 montre le résultat de la teneur en flavonoides de la

poudre de mélisse.

Tableau 3.3: Résultats de la teneur en flavonoides

Prisse d'essai Poids de I'extrait Teneur en Flavonoides
(9) (9) (% / g du poids sec)
30 0,1300 0,4333

Nous constatons que Melissa officinalis contient 0,43% de flavonoides,
conférant a cette plante des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et

spasmolytiques appréciables [58, 53].

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par TEUSCHER [4]. En effet,
selon TEUSCHER [4], la teneur en flavonoides est comprise entre 0,2 % et 0,7 %

chez la mélisse.

3.3.3. Etude des composés non volatiles apolaires et polaires

3.3.3.1. Résultat de I'extraction au soxhlet

L’extraction a l'aide du soxhlet, des composés apolaires et polaires de la

poudre de mélisse a donné les résultats regroupés dans le tableau 3.4.
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Tableau 3.4: Résultats de I'extraction des composés apolaires et polaires

Poids de la |Rendement en
R Aspect de |Couleur de
concrete pourcentage ) . ) .
I'extrait I'extrait
(moyenne en Q) (%)
Composés
apola|re_s 3,90 9,75 Friable Vert foncé
« Extrait
éthanolique »
Composés polaires
« Extrait 9 225 Cgt"ei”)f '\fj‘r:g’e”
méthanolique » P

9,75%

B Composes apolaires

® Composés polaires
67,75%

Autres

Figure 3.22: Teneur en composeés apolaires et polaires de Melissa officinalis L.

La figure 3.22, montre que la teneur en substances non volatiles est de
67,75% du poids de la poudre de la plante. Les composés apolaires représentent
9,75 % et les composés polaires représentent 22,5 % du poids de la poudre de la

plante.

D’apres ces résultats, la mélisse, a travers les différents solvants d’extraction

polaire (méthanol) et apolaire (éther de pétrole), contient une proportion
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importante en composés polaires, avec un coefficient de 2,31 par apport aux

composés apolaires.

Les extraits méthanoliques sont quantitativement les plus importants. Ainsi,
la poudre végétale utilisée (celles des feuilles) contient beaucoup de composés

solubles dans le méthanol.

L’extrait méthanolique des feuilles est d'un aspect collant, pateux de couleur
marron trés foncé, tandis que l'extrait éthanolique est poudreux et friable, de

couleur vert foncé (Tableau 3.4).

3.3.3.2. Analyse des fractions par Spectrophotomeétre UV-visible

L’analyse qualitative par balayage spectral des concretes, a l'aide d’'un
spectrophotomeétre UV-visible (Type SHIMADZU UV-1601), a été effectuée sur
des solutions homogenes, en dissolvant 1mg de chaque résidu sec dans 1ml de

solvant approprié.

Le balayage a été effectué entre 220 nm et 800 nm afin de vérifier la
présence de métabolites. Les résultats obtenus sont représentés dans les figures
3.23 et 3.24.

360 .0nm| -0,
3 — — 'rf,_ég,
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e Dt — g
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Figure 3.23 : Spectre UV-visible de I'extrait apolaire de Melissa officinalis L.
(originale)
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Figure 3.24: Spectre UV-visible de I'extrait polaire de Melissa officinalis L.

(originale)

Dans les figures 3.23 et 3.24 on observe les différents pics d'absorption en
fonction de la longueur d'onde et de I'absorbance pour chaque fraction confirmant
ainsi l'efficacité de I'extraction.

Selon LAFONT [154], le domaine d'absorption situé entre 291 nm et 300 nm
est propre aux composés benzéniques, alors que le domaine entre 400 nm et

498nm est caractéristique aux caroténoides et dérives.

Nous pouvons remarquer que le spectre de la fraction apolaire présente une
absorbance élevée entre 280 nm et 420 nm. Cette absorption peut étre expliquée
par la présence de composés benzéniques. L’absorption a 300 nm est spécifique
aux triglycérides insaturés. L'absorption a 402 nm et a 671 nm correspond
respectivement a la richesse en caroténoides colorées en jaune orange et
représenté par le B-caroténe et en chlorophylle [154]. Ces résultats confirment

d’autre part I'affinité du solvant « éther de pétrole » aux lipides et a la chlorophylle.

Selon MARKHAM [155], 'absorbance a 415 nm, correspond aux flavonoides.
Cependant, I'extrait méthanolique provenant des feuilles de la mélisse, présente
une absorbance importante dans ce domaine.

Les pics d'absorbance situés entre 247 et 339 nm, correspondent a des
polyphénols de type flavonols [155]. L’extrait méthanolique présente des
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domaines d'absorbance dans ce méme intervalle, confirmant la présence de ce

type de composés phénoliques. On remargue aussi la richesse en caroténoides.

Nous avons remarqué une faible absorption a 505 nm qui est spécifique aux
dérivés hydroxycinnamiques exprimés en acide rosmariniqgue, selon Ia

pharmacopée européenne [27].

Ainsi, nous pouvons remarquer a partir du spectre de la fraction polaire la

présence de plusieurs molécules actives au niveau de cet extrait alcoolique.

L'analyse des deux concretes de Melissa officinalis, révele que la fraction
polaire est trés riche en métabolites secondaires ce qui lui confere différentes

propriétés thérapeutiques.

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le
développement de la plante. En effet, plusieurs facteurs peuvent influer sur la
teneur en composés phénoliques. Des études récentes ont montrés que les
facteurs extrinseque (tels que les facteurs géographiques et climatiques), les
facteurs génétiques, le degré de maturation de la plante et la durée de stockage

ont une forte influence sur le contenu en polyphénols [156].

3.3.4. Etude des composés volatils de Melissa officinalis L.

3.3.4.1. Rendement en huile essentielle

L'huile essentielle extraite a partir des tiges feuillées de la plante séchée a
été obtenue par le procédé de l'entrainement a la vapeur d'eau. Le rendement en
huile essentielle, exprimé par la quantité d’huile en ml obtenu pour cent gramme

de matiere végétale séche de mélisse est représenté dans le tableau 3.5.

Tableau 3.5: Résultats du rendement en HE

Poids de la plante Poids de 'HE Rendement

(moyenneeng t .
(moyenne en Q) écart type) (% + écart type)

1432,3767 + 16,3760 2,8633 +0,0732 0,1999 + 0,0031
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Nous avons obtenu un rendement moyen de 0,20% en HE. Ce rendement
appartient a l'intervalle décrit par plusieurs chercheurs. Ainsi, WICHTL et ANTON
[10] et TEUSCHER et al. [4], ont rapporté que la teneur moyenne en HE des
feuilles de mélisse est faible et varie de 0,05 a 0,3%. Alors que BABULKA [157] et
GRUENWALD et al. [158], ont mentionné que cette teneur est trés variable de
0,02 a 0,8%.

Ce rendement est inférieur & celui obtenu par ABDELLATIF et al. [159]. lIs
ont obtenu un rendement de 0,34% par le procédé de I'hydrodistillation sur

Melissa officinalis récoltée a la wilaya d’Alger.

Cependant, le rendement obtenu est plus important que celui obtenu par
SADRAEI et al. [160], ou I'hydrodistillation des plants de Melissa officinalis L. de la

région de Kashan (Iran) a présenté un rendement moyen de 0,1%.

On peut constater que le rendement en HE peut varier d'une région a une
autre, en relation avec les facteurs pédoclimatiques et selon I'équipement et le

procédé d'extraction.

D’aprés SARI et CEYLAN [22], sur 11 populations de Melissa officinalis
provenant de deux localités en Turquie, I'hnydrodistillation des feuilles des plants a
révelé une différence dans les rendements en huiles essentielles qui est de 0,03%

pour la localité de Bozdag et de 0,067% pour la localité de Menemen.

En effet, ADZET et al. [161], MRLIANOVA et al. [162], MRLIANOVA et al.
[163] et PATORA et al. [164], ont mis en exergue que les rendements en huiles
essentielles peuvent varier d’'une région a une autre, selon les facteurs
pédoclimatiques (sol, pratiques culturales, climat), 'age de la plante, la hauteur de
la coupe, la période et I'endroit de récolte de la plante, les conditions de séchage,

de stockage et particulierement I'espéce elle-méme.

Il a été aussi signalé que le stade phénologique avait une importance dans la
production en HE. Ainsi, MRLIANOVA et al. [162] ont montré que le pourcentage
d’huiles essentielles des feuilles, au stade avant de floraison, varie de 0,06 a
0,16%.
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*caractéristigues organoleptiques :

Le procédé d'entrainement a la vapeur d'eau nous a permis d'obtenir une HE
dont les caractéres organoleptiques (aspect, couleur et odeur) sont consignés

dans le tableau 3.6.

Tableau 3.6: Caractéristiques organoleptiques de I'HE

HE de Melissa officinalis

Aspect Liquide
Couleur Jaune foncée
Odeur Tres forte, citronnée et trés agréable

Nous avons obtenu une huile essentielle liquide de couleur jaune avec une

odeur trés forte citronnée et trés agréable.

Ces caractéristiques se rapprochent de ceux observées par certains
chercheurs.

BARDEAU [165], rapporte que 'HE de la mélisse est incolore a faiblement

jaunatre dégageant une odeur trés fine et agréable de citron.

Selon BAHTIYARCA BAGDAT et COSGE [11], 'HE de la mélisse est de
couleur jaune péle et elle est riche en composés terpéniques volatils qui lui

conférent une légere odeur citronnée.

FILHO et al. [166] et XING et al. [167], ont rapporté que le citral (ou Iémonal)
est un aldéhyde aliphatique a une forte odeur de citron. Il est présent sous forme
de deux stéréo-isomeres, le géranial (trans) et le néral (cis). Le géranial a une tres
forte odeur de citron alors que le néral a une odeur plus douce et ces composés

sont responsables de I'odeur citronnée de la mélisse.

Selon GRUENWALD et al. [158], 'HE de la mélisse contient du citronellal et

est responsable de son arébme citronné.

En effet, les caractéres organoleptiques de 'HE de Melissa officinalis sont

tres appréciés en parfumerie.



3.3.4.2. Les indices physico-chimiques de I'huile essentielle

Les constantes physico-chimiques des huiles essentielles constituent un

moyen de vérification et de contréle de la qualité de I'huile essentielle. Ces

constantes ont été déterminées selon un protocole précis obéissant a des normes

édictées par la pharmacopée européenne et aux normes AFNOR.

Ainsi, nous avons reporté dans les tableaux 3.7 et 3.8 les résultats des

caractéres physico-chimiques de 'huile extraite.

a/ Indices physiques :

Le tableau 3.7 représente un état récapitulatif des résultats des caracteres

physiques de 'HE de Melissa officinalis L.

Tableau 3.7: Résultats des indices physiques

HE de Normes Travaux antérieurs
Melissa officinalis
0,80-0,95
Pharmacopée 0,9091
o . ABDELATIF et al. [159]
Densité européenne [168]
: 0,891
relative
0,872-0,92
Pharmacopée TH 8’332[27]
francaise [133]
1,3493
Indice de 1 145-1 513 ABDELATIF et al. [159]
réfraction AFNOR [170] 1,488
THOBY [27]

Nous remarquons que les constantes physiques obtenues de I'HE de la

mélisse sont en accord avec ceux mentionnés par les normes.

> Densité relative

La mesure de la densité de 'HE de M. officinalis effectuée a 20°C, nous

montre un résultat qui s'intégre parfaitement dans lintervalle décrit par la
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pharmacopée européenne (2002) ainsi que la pharmacopée francaise (2012)
[168, 133].

La densité obtenue est légerement inférieure a celle rapportée par THOBY
[27] et ABDELATIF et al. [159].

Selon SALLE [169], 'augmentation de la densité relative s’explique par la
présence de certains composés caractérisés par de grandes masses moléculaires

(limonéne, camphre et citronellol).
» Indice de réfraction

L’indice de réfraction de I'HE de la mélisse obtenu est Iégérement inférieur au

seuil minimal de l'intervalle décrit par la norme AFNOR, 2005 [170].

Cette norme prévoit un indice de réfraction (IR), compris entre 1,450 et 1,513
pour les HE de haute qualité, et considére que celles dont 'R dépasse le seuil de
1,513 sont de qualité moindre, et pour les HE de qualité élevée, lindice de
réfraction doit étre petit [170].

La valeur obtenue est la méme mentionnée par THOBY [27] et elle est

supérieure a celle observée par ABDELATIF et al. [159].

L’indice de réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpéenes
et en dérivés oxygénés [171]. Une forte teneur en monoterpénes donnera un

indice élevé.

Pour certains auteurs le faible indice de réfraction de 'HE indique sa faible
réfraction de la lumiére, ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits

cosmétiques [172].

b/ Indices chimiques :

Les résultats des indices chimiques sont rassemblés dans le tableau 3.8.
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Tableau 3.8: Résultats des indices chimiques

HE de L
. L Normes Travaux antérieurs
Melissa officinalis
<2 ; AFNOR [170] 1,2
Indice d’acide 3,41 <10 ; Pharmacopée | ABDELATIF et al.
européenne [168] [159]
<76 ; Pharmacopée
_ francaise [133] 23,59
Indice d’ester 29,43 3 ABDELATIF et al
<76 ; Pharmacopée [159] '
européenne [168]
Indice de 32,84 : .
saponification
Karl Fischer 7,23% - -

» L’Indice d’acide

L’indice d’acide (la) donne une idée sur le taux d’acides libres [172,173]. Une
valeur élevée indique une dégradation de 'HE (hydrolyse des esters) durant sa
conservation. Inversement, un la inférieur a 2 est une preuve de bonne

conservation de I'HE [169].

Nous avons obtenu un indice d’acide conforme aux normes décrites par la
pharmacopée européenne [168], mais il demeure relativement élevé par rapport a
la norme AFNOR [170] et supérieur a I'indice observé par ABDELATIF et al. [159],
cela peut étre di a la dégradation de I'HE durant sa conservation.

> Indice d’ester

Nous avons obtenu un indice d’ester conforme aux normes décrites par la
pharmacopée européenne [168] ainsi que la pharmacopée francaise [133], mais il
est relativement élevé par rapport a l'indice trouvé par ABDELATIF et al. [159].

Selon KANKO et al. [172], I'indice d’ester renseigne sur la quantité des

acides gras liés.

Selon AFNOR [170], plus la qualité de I'HE est élevée, plus son indice d'ester

est aussi élevé.
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D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que 'HE de la mélisse

est d’'une qualité acceptable en relation avec la durée de conservation.

» Indice de saponification et la teneur en eau

Un indice de saponification correspond a des acides gras comportant une

chaine de carbone plus longue.

Nous avons obtenu un |s de 'HE de la mélisse de 32,84 et une teneur en eau
de 7,23%.

Il'y a lieu de signaler que ces deux grandeurs de 'HE de Melissa officinalis
(Indice de saponification et la teneur en eau) n’ont pas fait 'objet de normalisation
ou de travaux antérieurs a nos jour.

La teneur en eau obtenue pourrait éventuellement causer la dégradation de
I'HE durant la conservation.

Certaines études ont démontré que les parameétres physico-chimiques des
HE sont influencés par les conditions €édaphiques et climatiques [174, 49].

La détermination des propriétés physico-chimigues est une étape nécessaire
mais demeure non suffisante pour caractériser I'HE ; il sera primordial de
déterminer le profil chromatographique de I'HE.

3.3.4.3. Composition chimigue de I'huile essentielle

La connaissance de la composition chimique de I'HE, que ce soit majoritaire
ou minoritaire, est d’un intérét capital pour la suite de notre travail, dans la mesure
ou elle nous permettra de justifier ses potentiels thérapeutiques testés en fonction

de son profil chimique.

L'analyse de I'HE de Melissa officinalis par chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM), nous a permis d'obtenir le
chromatogramme représenté dans la figure 3.25 (Détails en appendice E).



HE_07_07_2015 Scan El+

21.43 TIC
100+ 3.12e10
21.39
26.34
28 56
'3:,-‘0_
97 91 £3.81
53.60
16.55 1989 | 2237 2583
2538 /
24 46
15.52 3.21
12 50 821 U 3313
el . R .
0 L B B B B L DL B L B I B B B BRI EL L e Rl
12.03 17.03 2203 2793 32.03 37.03 4293 4793 5203

Figure 3.25: Chromatogramme de I'HE de Melissa officinalis L. extraite par entrainement a la vapeur et analysée par CG/SM
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» Interprétation du chromatogramme:

Le chromatogramme issu de l'analyse de lhuile essentielle de Melissa
officinalis L. comporte trois pics nécessaires. Chaque pic a été soumis a une

analyse par spectrophotométrie de masse permettant ainsi d’identifier chaque

molécule.

Le pic n°l, le plus important, correspond au spectre de masse du Trans

(Beta) caryophyllene (Figure 3.26) qui est un sesquiterpene.

Tr=21.415 mn
HE_07_07_2015 3082 (21.415) Cm (3082-(3045+3106)) Scan El+
“ 1.71e9
100~
69
. 9 133
79
105
7 39 67 119
% 5% 77181
53 121 161
229 85 o5 w0 || B W7
82 189
0 |18 17 |12 uo  |162
- ‘ 51l 5763 i1 ‘ o 103 | 5 ‘136 100/ 175178 ‘191 204
0 \\32\\\46 \m\ [l 200, Al \\ Ul Ml i
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Figure 3.26: Spectre de Trans (Beta) caryophyllene

Le pic n°2, correspond au spectre de masse d’oxyde de caryophyllene
(Figure 3.27) appartenant a la famille des oxydes terpénigues. C'est un

stéréoisomere de I'époxyde de caryophyllene.
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Figure 3.27 Spectre de masse de I'oxyde de caryophyllene
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Le pic n°3 correspond au spectre de masse de caryophyllenol Il (Figure 3.28)
qui appartient a la famille des alcools terpéniques.

Tr=28.522 mn
HE_07_07_2015 4503 (28.522) Cm (4503-(4489+4520)) Scan EH
41 457e8
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83 o
55 79 109
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" 6(69 81 7 23
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Figure 3.28: Spectre de masse de caryophyllenol II

Les résultats de I'analyse par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/SM) de la composition chimique de I'HE sont

résumés dans le tableau 3.9.

18 composés ont été identifiés, avec une prédominance des sesquiterpenes
hydrocarbonés et leurs dérivés, dont on cite : le sesquiterpene : B-caryophyllene
(19,25%), l'oxyde terpénique: oxyde de carophylléene (18,58%) et Ialcool
terpénique : caryophyllenol Il (10,84%).

On note la présence des sesquiterpénes suivant : a-copaéne et a-humuléne
avec le méme pourcentage (5,31%), &-cardinene (3,54%), germacrene D (2,88%)

et y-muuroléne (1,33%).

Aussi une présence non négligeable des aldéhydes terpéniques : a-citral ou
géranial (5,31%), B-citral ou néral (2,66%) et citronellal (1,55%).

On note la présence des esters terpéniques, alors que les cétones sont

minoritaires sous forme de traces.
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Tableau 3.9: Composés de I'huile essentielle de Melissa officinalis identifiés par

CG/SM

Temps
° rétedr:ation Composé identifié* Pour(c;z;ltage
(mn)

1 12.48  Citronnellal (ou rhodinal) 1,55
2 15.52  B-Citral (Néral ou citral b) 2,66
3 16.08 (S)-(-)- Acide Citronelliqgue, Ester méthylique 2,43
4 16.54  a-Citral (Géranial ou citral a) 531
5 18.20 Géranate de méthyle 0,66
6 19.89 a-Copaene 5,31
7 20.16  cis-Myrtanol 2,21
8 21.41  Trans B-Caryophylléne 19,25
9 22.37  a-Humuléne 5,31
10 23.19 Germacréne D 2,88
11 24.20  y-Muurolene 1,33
12 24.47  &-Cardinéene 3,54
13 26.31 Oxyde de caryophyllene 18,58
14 27.04  Oxide de humulene 6,19
15 2852 gggt/g_porll)yllenol II (Caryophylla 3,8 (13) dien 10,84
16 28 87 gbsofy%)j, hydroxycaryophyl-8-(1- 3) ene 4,12 442
sy fodcazey | geee Gpens g
18 53.78 Phtalate de dioctyle 6,86
Classes biochimiques des composés identifiés dans I'huile essentielle

Monoterpénes -
Sesquiterpenes 37,62
Esters terpéniques 9,95
Oxydes terpéniques 29,19
Alcools terpéniques 13,05
Aldéhydes terpéniques 9,52
Cétones 0,66
TOTAL 99,99

*Composés classés dans l'ordre d’élution sur la colonne HP-5MS,
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L’analyse chromatographique de I'HE de Melissa officinalis a montré une
grande diversité de constituants appartenant a différentes familles de composés

chimiques avec une prédominance des sesquiterpenes.

Cependant, selon RONAT [175], les principaux travaux réalisés sur la
composition de I'HE de mélisse émanant de chercheurs allemands, suisses et
égyptiens (s'échelonnant de 1982 & 1997), ayant extrait I'HE par entrainement a
la vapeur d'eau a partir des feuilles séchées de M. officinalis, ont obtenu des

proportions élevées en monoterpenes (Tableau 3.10).

Tableau 3.10: Teneurs des principales familles de constituants de I'HE de M.

officinalis selon chaque étude

Les familles des TITTEL | MULKENS|SCHULTZE| SHALABY | HOSE
. Notre
constituants de stude et al. et al. et al. et al. et al.
'HE (%) [176] [177] [178] [179] [180]
Les
R - 70,40 67,20 56,30 72,77 65,55
monoterpenes
Les
; R 37,62 19,30 1,32 35,30 4 95 29,12
sesquiterpenes

Nos résultats sont aussi différents de ceux obtenus par SCHNITZLER et al.
[181], qui ont examiné la composition chimique de I'HE de la mélisse d’origine

Allemande. lls ont trouvé une dominance des aldéhydes monoterpéniques.

Ainsi, ABDELATIF et al. [159], ont caractérisé 'HE de la mélisse d’origine de
la wilaya d’Alger et extraite par hydrodistillation, ils ont observé une prédominance
des aldehydes monoterpéniques (44,20% de géranial, 30,20% de néral et 6,30%

de citronellal).

BOUNIHI et al. [182], ont trouvé que la composition de 'HE obtenue par
hydrodistillation des feuilles fraiches de la mélisse d’origine marocaine est : Nerol
(30,44%), citral (27,03%), isopulegol (22,02%), caryophyllene (2,29%) et oxyde de
caryophylléne (1,24%).
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De plus, les travaux de ABDELATIF et al. (Alger 2014) et BOUNIHI et al.

(Maroc 2013), ainsi que d’autres travaux de différents pays (tableau 3.11) ont

rapporté que l'un des principaux constituants de I'HE de M. officinalis est le néral

et le géranial, auquel peut s'ajouter le citronellal comme composés majoritaires

[159, 160, 179,182, 183, 184, 185, 186, 187].

Cependant, le limonéne (57,5%) est le composant principal dans les

échantillons d'Ecosse, le néral a été trouvé avec seulement (4,3%) et le géranial
est complétement absent [188].

D’autre part, nous avons remarqué que I'HE de la mélisse d’origine de

Hammam Melouane a été caractérisée par la présence de teneurs importante en

B-carophyllene et I'oxyde de caryophylléne. Ce résultat se rapproche de ceux de
ALLAHVERDIYEYV et al. (Turquie 2004) et BASTA et al. (Gréce 2005) [189, 190].

Tableau 3.11: Variation des principaux constituants de I'HE de M.officinalis selon

différentes origine

Origine / Année

N~
218181818 2 |« |22 |8 |8
) S o) o — o)) g o o 8 S S
Constituants 2 |95 glem~ T 85|25 |Vg| Vg R |RT
ON| QOISO VR 9| NO | RO =® | D
Q lad|ddloca|ed|l ot s |gd 24| oo | o
3 |3 |8 |78 |3 SIS |8 e @
Z o | o r | © - o B | @ |0
Citronellal 155 |113,3(249|11,3(395| 0,2 129 | 13,7 | 2,9 - -
Néral 2,66 | 19,7| 43 (22,2204 | 299 | 245 |16,4 | 58 | 39,3 -
Géranial 5,31 | 26,8 - 336 |278| 41,0 | 355 (234 | 6,6 | 47,3 -
B- \ 19,25 | 4,9 - 42 | 24 - 4.9 46 | 142 | 0,9 |15,3
Caryophyllene
Oxydede | g58i100| - |83 | - | 53 | 27 | 17| - | 12 |126

caryophyllene

La difference de composition constatée est due probablement a diverses

conditions notamment I'environnement, le génotype, l'origine géographique, la
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période de la récolte, le lieu de séchage, la température et la durée de séchage,

les parasites, la méthode d’extraction et la conservation de I'HE [191].

ROMBI [192], a rapporté qu’une étude portant sur plusieurs échantillons
d’origines diverses a permis d’identifier 70 constituants dont sept représentent
96% de I'HE : le géranial et le néral, le citronellal, 'acétate de géranyle, le (-

caryophyllene et son époxyde, le méthylhepténone.

A l'exception de l'acétate de géranyle et le méthylhepténone, les autres

composeés sont présents dans notre HE.

Et selon WICHLT et ANTON [10], les autres constituants marquants sont le
germacréne D, le citronellate de méthyle, I'a-copaene, le nérol, le linanol, le

géraniol et le citronellol.

L’HE de ce travail présente en plus du germacréne D et I'a-copaéne des
sesquiterpénes non identifiés par des travaux ultérieurs dans ’'HE de la mélisse tel

que a-Humuléne, &-Cardinéne et y-Muurolene.

En comparant la composition de cette HE avec celles de travaux antérieurs,
on constate qu’elle appartient au chémotype: Caryophylléne/Alpha humuléene,
avec une présence marquée de citral, alpha-copaéne, &-Cardinéne et de

germacrene D.

Selon WICHLT et ANTON [10], la teneur en B-Caryophylléne peut atteindre
jusqu’a 28% et au cours de la conservation elle se transforme en époxydes de

caryophyllene et germacréne D jusqu’a 15%, ce qui peut expliquer nos résultats.

Le caryophylleéne (ou B-caryophylléne, ou encore (-)-trans-caryophylléne) est
un sesquiterpene bicyclique trés important. Plusieurs travaux ont démontré son
effet anti-inflammatoire et antiallergique et possede une activité analgésique avec
des effets gastriques cytoprotectifs [193, 194, 195, 196]. Ce résultat nous conduit
a dire qu’éventuellement cette HE peut étre utilisée dans les domaines de la
pharmacie et de la médecine et ceci rajoute un important potentiel thérapeutique a

I'HE originaire de Hammam Melouane.
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Partie 3.4
RESULTATS DE L’ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

L’ensemble des résultats obtenus lors du test de mesure du pouvoir de
piégeage du radical DPPH sont présentés en détail en Appendice F (tableaux 1, 2,

3,4 eth).

3.4.1. Résultats de I'absorbance du DPPH

Mesurée a 517 nm, l'absorbance du DPPH dans les témoins positifs en
'occurence le Butyl-hydroxy-toluéne « BHT » (antioxydant de synthése) et le
tocophérol «vitamine E » (antioxydant naturel), présente une diminution

considérable en fonction de la concentration.

La méme réponse est obtenue avec I'HE et l'extrait méthanolique de

M.officinalis (Figures 3.29 et 3.30).
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Figure 3.29: Evolution de I'absorbance des solutions des témoins et I'HE de la

mélisse
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Figure 3.30: Evolution de l'absorbance de la solution du témoin et I'extrait

méthanolique de la mélisse

3.4.2. Evolution de l'inhibition radicalaire

Les résultats de l'activité antioxydante exprimés par le profil de lactivité
antiradicalaire de chaque substance testée vis-a-vis du radical DPPH sont

présentés dans les figures 3.31 et 3.32.
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Figure 3.31: Evolution du pourcentage de l'inhibition radicalaire des témoins testés

et 'HE de la mélisse
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Figure 3.32: Evolution du pourcentage de l'inhibition radicalaire du témoin et

I'extrait méthanolique de la mélisse

Les pourcentages de l'inhibition radicalaire sont représentés en appendice F
(tableaux 6 et 7).

Ces résultats révélent que tous les substrats testés possédent une activité

anti-radicalaire dose dépendante.
Le pouvoir réducteur est proportionnel a la concentration des substrats.

Ainsi, pour une faible concentration 0,1mg/ml, le pourcentage de linhibition

radicalaire atteint 73,47% par I'extrait méthanolique et 71,02% par le BHT.

Cependant, une concentration élevée de 1mg/ml, le pourcentage de
I'inhibition radicalaire atteint 67,46% par I'HE et 84,47% par le tocophérol ainsi
gu’une réduction presque totale de I'ordre de 91,27% par le BHT.

3.4.3. Estimation du pouvoir antioxydant des extraits de mélisse

L'activité inhibitrice des extraits de mélisse exprimée par ICsp est illustrée par
les figures 3.33 et 3.34.
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Les ICso exprimant la concentration efficace du substrat antioxydant
nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de molécules de DPPH mises
en solution dans le méthanol, ont été déterminées graphiquement par la
régression linéaire (Appendice F).

La validité de ces régressions est testée par les coefficients de corrélation

qui doivent étre trés proches de 1,00.

Selon GHEDADBA et al. [197], une valeur plus faible de I'lCso indique une

activité antioxydante plus élevée.
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Figure 3.33: Concentration inhibitrice a 50% de I'HE de la mélisse et le tocophérol
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Figure 3.34: Concentration inhibitrice a 50% de I'extrait méthanolique et le BHT
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Comme représenté dans la figure 3.34, les valeurs d'ICsy sont trés faibles
pour I'extrait méthanolique et le BHT de I'ordre de 0,06 mg/ml. Ces derniers sont

d’excellents antioxydants.

D’autre part, les valeurs des concentrations inhibitrices 1Cso montrent une
activité assez importante de 'HE (ICsp = 0,64 £ 0,01 mg/ml) et le tocophérol

(ICs0 = 0,39 £ 0,01 mg/ml) puisqu’ils agissent a des concentrations élevées.

Toutefois, le BHT et [l'extrait méthanolique présentent une activité

antiradicalaire avec un ICso largement inférieur a celui de I'HE et du tocophérol.

L’analyse des valeurs ICso par ANOVA a révélé une différence trés
hautement significative (P<0,001). Le test post-hoc de Tukey a donné des
différences significatives (p<0,05) entre 'HE et les deux standards, ainsi on peut
dire que l'activité du BHT est significativement la plus élevée par rapport a celle du

tocophérol et de I'HE.

Par contre le test de Tukey n’a pas donné de différence significative entre

I'extrait méthanolique et le BHT.

Un autre paramétre exprimant la puissance anti-radicalaire a été calculé,
nommé "PAR" qui est égale a 1/ECsp (tableau 3.12). Plus ces valeurs s’éloignent

du zéro, plus le pouvoir anti-oxydant augmente.

Tableau 3.12: Puissance antioxydante de différentes substances testées

Substances ARP *
BHT 15,958 + 0,121
Tocophérol 2,559 + 0,067
Extrait méthanolique 15,103 £ 0,649
HE 1,547 + 0,020

* moyenne de trois mesures * écart-type,

En comparant le résultat obtenu avec les extraits de la mélisse et les
standards, on peut classer l'activité et la puissance antioxydante selon l'ordre
suivant : BHT > Extrait méthanolique > Tocophérol > Huile essentielle.
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L’'HE a manifesté un pouvoir antioxydant en piégeant les molécules du
radical libre DPPH mais cette capacité est d’'une puissance faible en comparaison

avec les contrbles positifs.

L’extrait méthanolique a manifesté un excellent pouvoir antioxydant avec une

puissance trés proche de celle du BHT.

Par ailleurs, nos résultats de I'activité antiradicalaire de I'HE sont en accord
avec ceux de DE SOUSA et al. [198], qui ont confirmé que I'HE de la mélisse
d’origine Brésilienne présente une activité antioxydante par le piégeage du radical
DPPH, et sont aussi similaires aux résultats de BOUNIHI [152] qui a montré que
I'HE de la mélisse d’origine Marocaine présente une faible activité antioxydante

avec une ICsp = 1,75 £ 0,03 mg/ml.

Selon TSIMOGIANNIS et OREOPOULOU [199] et KOURI et al. [200], le
mécanisme de la réaction entre Il'antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de I'antioxydant. Quelques composés réagissent trés vite
avec le DPPH en réduisant un nombre de molécules de DPPH égal a celui des
groupements hydroxyles de l'antioxydant [201], ce qui explique la puissance
élevée du BHT et du tocophérol par rapport & nos extraits notamment 'HE de la

mélisse.

L’HE de Melissa officinalis possede une activité antiradicalaire qui est liée a
sa composition chimique. Ainsi, il est difficile d’attribuer cette activité a un seul
composé puisque un effet de synergie entre les différents composés peut avoir
lieu. Les travaux de RUBERTO et BARATTA [202], relatifs a I'activité antioxydante
de 98 composants chimiques purs des huiles essentielles ont montré que les
hydrocarbures terpéniques avaient un effet antiradicalaire significatif, et les
travaux de LEGAULT et PICHETTE [203], ont montré que le B-caryophylléne est

un antioxydant.

L’activité antiradicallaire de I'extrait méthanolique de la mélisse est liée a sa
composition phénolique. Ainsi, nos résultats concordent avec les résultats
d’'ONDREJOVIC et al. [204], qui ont montré une bonne activité antioxydante de

I'extrait des polyphénols des feuilles de la mélisse.
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Par ailleurs, plusieurs travaux ont attribué I'effet antioxydant de la plante
Melissa officinalis a sa richesse en acide rosmarinique [184, 205, 206, 43, 207,
208, 209].

D’aprés MENCHERINI et al. [210], 'acide rosmarinique posséde une forte
activité antioxydante, mesurée par réduction du radical libore DPPH et il a présenté
une 1Cso de 3,1 pg/ml.

Nous pouvons donc supposer que l'extrait méthanolique de la Mélisse
présente une capacité de neutralisation du radical libre DPPH appréciable en

comparaison a I'HE.

Ce résultat peut s'expliquer par le fait que I'extrait méthanolique est riche en
composeés phénoligues notamment les tanins et flavonoides. Ces derniers sont
d’excellents antioxydants naturels ayant la capacité de piéger les especes
radicalaires et les formes réactives de l'oxygéne [211]. Au contraire, l'activité
antioxydante des HE de la mélisse est trés faible car elle est riche en composés

terpénoides représentés par les sesquiterpenes.

Nous pouvons dire que la mélisse présente une activité antioxydante et que
la faculté de piéger le radical libre DPPH est puissante avec I'extrait méthanolique
mais elle est modérée pour I'HE.
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Partie 3.5
RESULTATS DE L’ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Pour évaluer l'activité antimicrobienne des extraits, nous avons utilisé la
méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé. Le diamétre de la zone
d’inhibition des cultures microbiennes est exprimé en millimétre. Cette sensibilité
est sous la dépendance de la composition chimique en meétabolites bioactifs
typiques de chaque extrait.

Il est & signaler que le diamétre du disque est inclus dans la mesure de la
zone d’inhibition (Appendice G).

3.5.1. Test des contrbles positifs

L'antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis

des antibiotiques.

Nous avons testé lactivité du ciprofloxacine qui est un antibiotique

appartenant a la famille des quinolones ayant un large spectre d’activité.

Les résultats des mesures des zones d'inhibition figurent dans le tableau
3.13.

Tableau 3.13: Résultats de I'antibiogramme

Souches ATB Ciprofloxacine (mm) Interprétation
Escherichia coli 31,33+0,94 Sensible
Pseudomonas aeruginosa 38,33+1,70 Sensible
Staphylococcus aureus 35,00 + 0,82 Sensible
Bacillus subtilis 14,67 + 0,47 Intermédiaire
Levure Antifongique Amphotéricine B Interprétation
Candida albicans 16,00 £ 1,41 Sensible
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Toutes les souches bactériennes ont montré une sensibilité vis-a-vis de

'ATB. Néanmoins, Bacillus subtilis a présenté une sensibilité intermédiaire.

Concernant la levure Candida albicans, une zone moyenne d’inhibition de

16mm a été obtenue sous l'action de I'antifongique "Amphotéricine B".

3.5.2. Test du pouvoir antimicrobien des extraits de la plante

a/ L'activité antimicrobienne de I'HE

Les résultats de l'activité antimicrobienne de I'HE de Melissa officinalis L.

sont consignés dans le tableau 3.14.

Tableau 3.14: Résultats de I'aromatogramme

Diametre de la zone L
Souches A Interprétation
d'inhibition en mm

Escherichia coli 16,33 + 0,47 Tres sensible
Pseudomonas aeruginosa 37,17 £ 0,62 Extrémement sensible
Staphylococcus aureus 21,17 £ 0,62 Extrémement sensible
Bacillus subtilis 19,00 £ 0,82 Tres sensible
Candida albicans 45,17 £ 0,24 Extrémement sensible

Nous pouvons remarquer la présence de zones d'inhibition importantes au
niveau de toutes les souches microbiennes testées. Ce résultat montre I'efficacité

de 'HE de la mélisse sur l'inhibition de la croissance des germes testés.
Nous avons observé que I'HE de la mélisse agit fortement sur P. aeruginosa.

Ainsi, une excellente activité antifongique de 'HE a été observée, qui pourrait
étre meilleure que celle de l'activité antifongique de référence, en I'occurrence

« Amphotéricine B ».

b/ L'activité antimicrobienne de |'extrait méthanoliqgue

L'extrait méthanolique de Melissa officinalis L. a été dilué dans I'éthanol et
parallelement, nous avons utilisé un témoin ou seul I'éthanol a été utilisé. Les

résultats de l'activité antimicrobienne sont consignés dans le tableau 3.15.
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Tableau 3.15: Effet de I'extrait polaire de Melissa officinalis L. sur les souches

microbiennes.

Ethanol Extrait méthanolique
Souches Diametre de la zone d'inhibition Interprétation
en mm
Escherichia coli 0 0 Résistante
Pseudomonas aeruginosa 0 0 Résistante
Staphylococcus aureus 0 0 Résistante
Bacillus subtilis 0 0 Résistante
Candida albicans 0 13,17 £ 0,85 Sensible

Testé sur tous les germes étudiés, I'éthanol (témoin) n'a pas d'effet

antimicrobien. L'extrait polaire de Melissa officinalis L. dilué inhibe uniquement la

levure C. albicans dont on observe une relative sensibilité, mais n’a aucune

influence sur les autres souches. Ce résultat serait éventuellement dd a une forte

dilution par I'éthanol de I'extrait polaire de la mélisse.
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Figure 3.35 : Activité antimicrobienne des extraits de la mélisse
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Les résultats illustrés par la figure 3.35, indiquent que 'HE de Melissa
officinalis L. possede une bonne activité contre les microorganismes testes, elle se

rapproche de celle de 'ATB Ciprofloxacine.

Il est communément connu que les huiles essentielles sont plus actives

contre les bactéries Gram positives que contre les Gram négatives [212].

Les bactéries Gram négatives présentent une résistance liée a la complexité
de I'enveloppe cellulaire qui contient une double membrane, contrairement a la

structure membranaire simple des bactéries Gram positives [213, 214].

Dans notre cas, 'HE de Melissa officinalis pourrait échapper a ce constat.
Les bactéries Gram négatives ont été beaucoup plus sensibles que les bactéries
Gram positives et 'HE de la mélisse est plus active contre Pseudomona
aeruginosa (qui est une bactérie Gram négatif) avec une zone d’inhibition de
37mm. Cette souche est connue selon les travaux de LIVERMORE [215], pour sa
capacité a acqueérir facilement des résistances par mutation vis-a-vis de divers
classes d‘antibiotiques, ce qui conféere a 'HE de la mélisse de puissantes

propriétés antibactériennes.

Ce résultat corrobore avec ceux obtenus par ABDELATIF et al. [159], qui ont
évalué effet antimicrobien de I'huile essentielle de la mélisse d’Alger obtenue par
hydrodistillation et ont enregistré un important effet de 'HE sur les bactéries a

Gram négatif.

Une caractéristique importante des huiles essentielles et de leurs
composants est leur hydrophobicité, qui leur permet de se répartir dans les lipides
de la membrane cellulaire bactérienne et des mitochondries, de perturber les
structures et de les rendre plus perméables [216, 217]. Des fuites d'ions (tel que le
potassium K*) et d'autres contenus cellulaires tel que les mitochondries peuvent
alors se produire [218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225].

Bien qu'une certaine quantité de fuites de cellules bactériennes puisse étre tolérée
sans perte de viabilité, une perte importante de contenu cellulaire ou la sortie de

molécules et d'ions critigues entrainerait la mort [226].

SADRAEI et al. [160], ont rapporté que I'HE de la mélisse présente non
seulement des activités antibactériennes, mais aussi anti-parasitiques et

antifongiques.
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Nos résultats sont similaires aux investigations d'une équipe espagnole
portées sur I'HE de plusieurs Lamiacées dont la mélisse, obtenue par distillation
des parties aériennes et qui ont révélé que M. officinalis présente 100%
d'inhibition sur les levures Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae. Les
auteurs ont également relevé 75 % d'inhibition pour Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus, et une action inhibitrice sur les colonies d’Escherichia coli.
Les essences possedent un degré d'activité similaire vis-a-vis des micro-
organismes testés, bien qu'une activité relativement plus élevée ait été observée

dans le cas de M. officinalis [227].

L'HE de la mélisse représente un mélange complexe de différents
composants chimiques. Le citral a de fortes propriétés antimicrobiennes [228]. Les
travaux de MESA-ARANGO et al. [229], sur du citral commercial, composé de
40% de néral et 60% de géranial, ont trouvé qu’il possede une activité
antifongique a I'égard d’Aspergillus fumigatus et Candida krusei avec une CMI

respective de 62,5 ug/ml et 39,4 pg/mil.

Selon ABDELATIF et al. [159], cette activité antimicrobienne de I'HE totale
ne peut étre réduite aux composants majeurs. D'autres composants peuvent

contribuer a cette activité.

Il serait légitime de déduire, d’aprés nos résultats, que [l'activité

antimicrobienne de I'huile testée résulte de la synergie de ses composants.

Les résultats de l'activité antibactérienne de la concréte polaire de Melissa
officinalis obtenus sont négatifs. L’extrait n’a eu aucun effet contre les bactéries

examinées.

Selon CUSHNIE et LAMB [230], plusieurs paramétres peuvent influer sur la
détermination de l'activité antimicrobienne tel que le type de micro-organismes
ciblés, la méthode d’évaluation de l'activité antimicrobienne, la concentration, le
type de lextrait et particulierement la nature et la structure moléculaire des

molécules bioactives.

L’activité antimicrobienne des principes actifs est liée aux procédés
d’extraction. Il semble que la chaleur est responsable de la perte des molécules

volatiles ainsi que la décomposition et 'oxydation des molécules thermolabiles
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[231]. Ainsi, la possibilité de dégradation des composeés a cause d’une surchauffe

locale est un des inconvénients de I'extracteur Soxhlet.

Les travaux de KANYONGA et al. [232] ainsi que ceux de ULUKANLI et
AKKAYA [233], sur l'activité antimicrobienne du Marrubium vulgare appartenant a
la famille des Lamiacée, ont révelé que les souches microbiennes ne réagissent
pas de la méme maniere face aux différents composés polyphénoliques; elles sont

sensibles aux tanins et résistantes a I'extrait brut méthanolique.

SREENIVASA RAO et al. [234] et ARUN KUMAR et RENGASAMY [235] ont
suggeéré de fractionner cet extrait, puisqu’il y aurait des composés inhibiteurs

masquant les composés actifs.

Les résultats obtenus dans ce travail se rapprochent de ceux de BOUNIHI
[152], qui a révélé l'inefficacité de I'extrait aqueux de Mélissa officinalis vis-a-vis de
'ensemble des souches testées alors que I'HE s’est avérée active contre toutes
les souches bactériennes (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et

Esherichia coli) avec une zone d’inhibition allant de 20 a 46mm.

Par ailleurs, les travaux de MENCHERINI et al. [210], ont montré que I'acide
rosmarinique posséde une importante activité antibactérienne et une faible activité

antifongique.

D’aprés nos résultats, I'HE et I'extrait méthanolique agissent sur la levure
Candida albicans avec une zone d’inhibition de 45mm. Nous pouvons suggérer

que la mélisse présente une bonne activité antifongique.

Du fait que la principale cible de ces composés naturels est la membrane
bactérienne, I'activité antibactérienne des substances naturelles s’explique par la
lyse de ces membranes. Les HE, flavonoides, alcaloides voire méme les tanins
pourraient induire une fuite d’'ions potassium au niveau de la membrane et par
voie de conséquences des lésions irréversibles au niveau de cette membrane.

Cette perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort [236].

Les résultats obtenus confirment une fois de plus l'efficacité des extraits des
plantes médicinales et leur pouvoir antiseptique qui vient rivaliser celui des
antibiotiques. Globalement, nous constatons que Melissa officinalis présente une

bonne activité antimicrobienne notamment son huile essentielle.
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Partie 3.6
RESULTATS DE L’ETUDE DE L’ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

Les indications traditionnelles, nous ont incit¢é a tester in vivo lhuile
essentielle de Melissa officinalis, sur un modéle animal adapté a I'étude des

propriétés anti-inflammatoires.

Nous avons choisi comme protocole expérimental, un modele d'inflammation
aigle « le test de I'cedéme a la carraghénine ». Celle-ci est injectée dans la région
plantaire de 'une des deux pattes postérieures de la souris. Cette technique a été
choisie en raison de sa simplicité d'exécution, de la rapidité d'apparition des effets

ainsi que sa reproductibilité.

Les résultats de I'évolution de l'inflammation chez les groupes témoins et

essais sont consignés dans le tableau 3.16.

Tableau 3.16 : Evaluation de I'effet anti-inflammatoire de 'HE de Melissa officinalis

Les lots Pattes | pojds moyen

) postérieures % AUG |% RED

(n=6 souris/lot) des souris m o (g)
Lot témoin négatif PPD 0,140 + 0,002
Témoin | (eau physiologique/ 0,9% 19,643 /

Na CI) + carraghénine PPG 0,168 + 0,004
Lot térgoin positif PPD 0,137 + 0,002

Référence | (Clofénal™ 25mg/ml) + 11,057 | 43,709
carraghénine PPG 0,152 + 0,002
Lot essai 1 PPD 0,135 + 0,002

HE (HE 20,1 g/ml) + 8,798 | 55,210
carraghénine PPG | 0,146 + 0,004
Lot essai 2 PPD  [0,137 +0,001

HE (HE 2 0,01 g/ml) + 19,441 | 1,027
Carraghénine PPG 0,164 + 0,005
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Chaque lot de souris a recu préalablement de 'HE & deux doses différentes
(0,2g/ml et 0,01g/ml), du Clofénal (témoin positif) ou de I'eau physiologique
(témoin négatif).

L’injection de la carraghénine a 1%, dans la patte postérieure gauche des
souris, provoque une inflammation immédiate et persistante. Elle consiste en
I'apparition d’'un cedéme d’intensité variable selon les 4 lots.

Cet cedéme augmente progressivement et atteint une intensité maximale
aprés quatre heures (% AUG : 19,64% observé dans le lot témoin négatif). Ce
dernier a regu de I'eau physiologique, il présente le pourcentage d’cedéme le plus

élevé en comparaison avec les 3 autres lots (Figure 3.36).
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Figure 3.36 : Variation du pourcentage d’augmentation d’oedéme pour chaque lot

Chez le lot de référence, le clofénal® (Diclofénac de sodium) réduit I‘cedéme
de facon trés importante (% de RED : 43,71%). L'effet inflammatoire maximal,
observé apres 4h, a significativement diminué chez le lot référence (% d’AUG
d’cedéme de 11,06%) par rapport au témoin négatif (% d’AUG d’cedéme de
19,64%).

Bien que le test de I‘cedéme a la carraghénine constitue un modele animal
expérimental approprié pour évaluer I'effet anti-oedémateux de divers composés
bioactifs tels que les extraits de plantes et les huiles essentielles [237, 238], trés

peu d'informations sont données sur son mécanisme.
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Selon OTTERNESS et GANS [239], dans ce modeéele expérimental, la
distribution et le mécanisme d’action des anti-inflammatoires seraient proches des
phénoménes observés chez I'Homme. L'cedéme plantaire induit par la
carraghénine, est dd a la libération initiale d'histamine et de sérotonine, suite a

une augmentation de la perméabilité vasculaire.

Aprés la premiére heure, les kinines agissent de maniére continue et apres 6
heures, les prostaglandines se montrent comme d'importants médiateurs. Cette
libération des prostaglandines est associée a la migration leucocytaire vers la
zone enflammée. L'cedéme a la carraghénine est une des méthodes les plus
utilisées, pour l'étude des potentialités anti-inflammatoires de substances et des
biomolécules [240, 241].

D’aprés les résultats obtenus (tableau 3.16), nous observons que dans le lot
témoin négatif (eau physiologique), la carraghénine entraine une augmentation
significative du poids moyen des pattes postérieures gauches (0,168 + 0,004 g),

par rapport a celui des pattes postérieures droites (0,140 + 0,002 g).

Administré par voie orale, I'HE de Melissa officinalis a provoqué une baisse
importante du pourcentage moyen de l'cedéme des pattes, surtout a la
concentration de 0,1g/ml, elle s’est avérée plus efficace que le produit de

référence, réduisant 'cedéme aigu de 55,21% (Figure 3.37).
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Figure 3.37 : Variation du pourcentage de réduction d’cedéme pour les lots traités
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Au contraire, 'HE diluée a la concentration de 0,01g/ml, a présenté un faible
pourcentage de réduction de I'oedéme provoqué par l'injection de la carraghénine,

par rapport a celui du produit de référence « Clofénal® » (Figure 3.37).

L’étude comparative entre les lots traités (par 'HE a deux concentrations
0,1g/ml et 0,01g/ml) et le lot de référence (Clofénal®), a été réalisée & I'aide du
test ANOVA | (analyse de la variance a un seul facteur). Cette étude a montré une
différence hautement significative (p<0,001) entre les différents lots (Appendice H)
confirmant ainsi, I'efficacité du traitement sur la réduction de I'inflammation induite

par la carraghénine sur les pates gauches par rapport aux pates droites.

A linstar de ces résultats, le test de Student-Newman-Keuls (Appendice H)
révéle une différence significative (p<0,05) entre les lots traités au Clofénal® et a

I'HE (0,01g/ml) par rapport au témoin négatif (eau physiologique).

Par contre, ce test révele 'absence de différence significative entre I'effet de
I'HE testé & 0,1g/ml et celui du produit de référence (Clofénal®). Ce résultat met
en évidence que 'HE de M.officinalis L. est un trés bon anti-inflammatoire dont
I'efficacité est comparable a des produits anti-inflammatoires commercialisés
(Clofénal®).

Aussi, il convient de signaler qu’aucune différence significative n'a été
observée entre le lot ayant recu I'HE a 0,01g/ml et le témoin négatif, ce qui signifie

gu’une trés forte dilution de I'HE diminue son effet anti-inflammatoire.

Par ailleurs, nous pouvons constater que 'HE de Melissa officinalis exerce
une action anti-inflammatoire comparable a celle du produit de référence. De plus,

son effet est plus efficace a une concentration supérieure ou égale a 0,1g/ml.

On peut admettre également que I'HE de la mélisse, exerce un trés bon effet
anti-inflammatoire a visée préventive, puisqu’elle a été administrée aux souris
avant d’induire l'inflammation par la carraghénine. Aussi, il est également fort
probable que des concentrations plus élevées puissent empécher complétement

la formation de 'cedéme et le déclenchement du processus inflammatoire.
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Nos résultats se rapprochent de ceux de BOUNIHI et al. [182], qui ont
rapporté que 'HE de la mélisse a provoqué une inhibition de 'cedéme induit par la
carraghénine de l'ordre de 61,76% et 70,58% pour les doses de 200 et 400mg/kg
respectivement en inhibant la libération des médiateurs inflammatoires; la

sérotonine et I'nistamine et la suppression des prostaglandines et les cytokines.

L’effet anti-inflammatoire de 'HE de Melissa officinalis L. est probablement
lié a sa composition en B-caryophylléne et sa richesse en sesquiterpénes
notamment I'a-humuléne. De nombreux travaux ont mis en évidence leur activité
anti-inflammatoire [193, 195, 196].

Dans une étude menée par ROGERIO et al. [242], les chercheurs ont
rapporté que le B-caryophylléne posséde des propriétés anti-inflammatoires en
curatif, et non en préventif, mais moins importantes que celles de I'a-humulene.
En outre, ils ont trouvé que I'’humuléne administré en préventif ou en curatif, réduit

d’'une maniére efficace I'inflammation des voies respiratoires.

Selon GERTSCH et al. [243], le B-caryophylléne se lie de facon sélective aux
récepteurs cannabinoides de type 2 (CB2), exprimés essentiellement dans les
tissus périphériques. Il inhibe I'expression d’une cytokine pro-inflammatoire induite
par le LPS. Ainsi, il réduit de fagon conséquente linflammation induite par le
carraghénane chez les souris. C’est une molécule lipophile qui traverse donc

aisément les membranes cellulaires.

Il'y a lieu de signaler aussi que le citral a fait 'objet de recherches qui ont
montré son pouvoir anti-inflammatoire [238, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250,
251].

A la lumiére de cette étude, on suppose que ces résultats sont liés a la
richesse de 'HE de la mélisse en composés sesquiterpeniques qui sont connus
pour leurs effets anti-inflammatoires, ainsi que la présence simultanée de
plusieurs composeés actifs, ce qui peut la rendre plus performante que les anti-

inflammatoires de synthése largement utilisés en thérapeutique.
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RESULTATS DE L’ETUDE DE L’ACTIVITE ANTISPASMODIQUE

La littérature scientifique cite souvent

les propriétés sédatives et

antispasmodiques de la mélisse, les considérant méme comme étant ses

principales activités, or peu d'articles font état d'études a ce sujet. Les travaux

mettant en évidence ces propriétés remontent aux années 1970 [252].

Afin de contribuer a I'évaluation des propriétés antispasmodiques de la

mélisse, nous avons utilisé le «test de Writhing » pour mettre en évidence

I'analgésie de I'huile essentielle de Melissa officinalis L.

[l s’agit du dénombrement des spasmes ou de contorsions abdominales

induites chez les souris par injection intra-péritonéale de I'acide acétique.

Les résultats de cette étude sont consignés dans le tableau 3.17.

Tableau 3.17 : Evaluation de I'effet antispasmodique de 'HE de Melissa officinalis

Les lots Nbre moyen Pourcentage
B _ des spasmes | de protection
(n=6 souris/lot) n+o (%)
o Lot témoin négatif
Témoin ) _ 25,2 + 6,20 /
(eau physiologique/ 0,9% Na CI)
Référence Lot témoin positif (Spasfon ® 4129 84.106
200mg/kg)
Lot essai 1
HE . 6+1,53 76,159
(HE a 0,1 g/ml)
Lot essai 2
HE . 10+ 1,00 60,265
(HE a 0,01 g/ml)
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D’aprés les résultats obtenus (tableau 3.17), Nous avons enregistré une
moyenne de 25 crampes abdominales chez le lot témoin négatif induites par

I'injection de I'acide acétique aux souris.

Chez le lot de référence traité au Spasfon®, nous avons observé un nombre
réduit a 4 crampes abdominales alors que I'administration de 'HE de Melissa
officinalis L. aux deux concentrations (0,1 g/ml et 0,01 g/ml), réduit le nombre

moyen des crampes abdominales jusqu’a 6 a 10 spasmes.

Nous avons remarqué qu’une concentration élevée en HE diminue le nombre
de spasme (un nombre moyen de 25 spasmes a été réduit a 6 spasmes pour une

concentration de 0,1g/ml en HE).

Les résultats de notre expérience ont montré que le nombre de spasmes
diminuait aprés traitement avec I'HE de la mélisse (Tableau 3.17). D'ou

I'évaluation du pourcentage d'inhibition de la douleur.

La figure 3.38 illustre le pourcentage de protection de 'HE de la mélisse par

rapport au lot témoin négatif en comparaison avec le médicament de référence.
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Figure 3.38 : Pourcentage de protection moyen des lots traités

L’HE de la mélisse a présenté un pourcentage de protection de 76,16% et
60,27% pour les concentrations de 0,1 g/ml et 0,01 g/ml respectivement, ces
pourcentages sont proches de celui du produit de référence « Spasfon® »
(84,11%).
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L’étude comparative entre les lots traités (par 'HE aux deux concentrations)
et le lot de référence, a été réalisée a l'aide du test ANOVA | (analyse de la
variance a un seul facteur). Cette étude a montré une différence hautement
significative (p<0,001) entre les différents lots (Appendice ) confirmant l'efficacité

du traitement sur la réduction des contorsions abdominales.

A l'instar de ces résultats, le test de Student-Newman-Keuls (Appendice )
révele une différence significative (p <0,05) entre les lots traités au phloroglucinol
(Spasfon®) et a I'HE (0,1g/ml et 0,01g/ml) par rapport au témoin négatif (eau
physiologique).

Par contre, ce test révele 'absence de différence significative entre I'effet de
'HE testé a 0,1g/ml et celui du produit de référence (Spasfon®). Ce résultat
indique que I'HE de M.officinalis L. présente un pouvoir antispasmodique

statistiquement similaire et comparable a des produits commercialisés (Spasfon®).

Aussi, il convient de signaler que I'effet analgésique de 'HE de la mélisse sur
le test de contraction dépend de la dose, et elle réagit d’'une maniére significative

méme a une faible concentration de I'ordre de 0,01g/ml.

Nos résultats se rapprochent de ceux de BOUNIHI et al. [182], qui ont
rapporté que 'HE de la mélisse a provoqué une réduction des crampes induites
par I'acide acétique de l'ordre de 71,28% et 90,76% respectivement pour les
doses de 200 et 400mg/kg.

L’acide acétique entraine des contorsions abdominales qui correspondent a
des douleurs périphériques [253]. HOKANSON [254] et CHAKRABORTY et al.
[255], ont supposé que cette réponse implique des récepteurs péritonéaux locaux.
Il provoque une analgésie par libération de substances endogénes qui, a leur tour,

excitent les terminaisons nerveuses douloureuses [256].

Certains auteurs rapportent que la douleur provoquée par linjection de
'acide acétique est due a la libération de médiateurs pro-inflammatoires tel que la
sérotonine, histamine, bradykinine, et les prostaglandines (PGE2 et PGF2a) [257,
258, 259, 260, 261, 262, 263].

Ces médiateurs chimiques conduisent a la dilatation des artérioles et des

veinules, stimulent les neurones nociceptifs périphériques et induisent
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'augmentation de la perméabilité vasculaire, provoquant ainsi une contraction
[264, 265, 266, 267, 268].

Selon WICHTL et ANTON [10], les plantes aromatiques ont des propriétés

spasmolytiques de par leur contenu en HE.

SADRAEI et al. [160] ont rapporté que 'HE de mélisse possede des
propriétés spasmolytiques car elle inhibe les contractions d’iléon de rat induites
par dépolarisation avec du KCI avec une Clsg de 19 ng/ml. Cet effet relaxant
s’observe dailleurs également lorsque les contractions sont induites par
I'acétylcholine et par la sérotonine. Ce qui laisse supposer une interaction des
composés de I'huile essentielle avec leurs récepteurs. Cette activité semble étre

liée a la présence de citral.

Les travaux réalisés par GHELARDINI et al. [193], ont révélé que le
caryophyllene possede une activité analgésique avec des effets gastriques

cytoprotectifs.

D’aprés une étude visant a mesurer l'activité spasmolytigue des composants
des HE, le citral a et b, le citronellal, le linalol et le caryophylléne, seraient les
élements les plus spasmolytiques de la mélisse sur la trachée. Sur l'iléon isolé, le
caryophyllene est plus actif que les autres composants. Les auteurs de cette
étude constatent une additivité des effets de I'HE de mélisse, par rapport aux
éléments séparés. Il semble que les propriétés spasmolytiques soient plus

significatives avec I'HE et avec I'eau saturée en HE qu’avec d’autres extraits [269].

Nos résultats conduiraient éventuellement a dire que la mélisse peut étre

utilisée dans les troubles gastro-intestinaux d’origine spasmodique.
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CONCLUSION

La recherche de nouvelles plantes aromatiques a caractére thérapeutique a
surtout servi a montrer le bien fondé de leurs utilisations par les tradipraticiens.
Elle a démontré aussi que notre pays recéle une biomasse végétale riche et
variée. Celle-ci constitue une source incommensurable pour I'élaboration et la

mise au point de nouvelles molécules actives a visé thérapeutique.

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressé a l'investigation
d’'une espéce spontanée et assez cultivée en Algérie, il s’agit de : Melissa
officinalis L. La valorisation de ses métabolites secondaires offre de nouvelles
perspectives dans I'industrie phytopharmaceutique. Cette stratégie peut contribuer
au développement durable de notre pays et apporter des preuves scientifiques sur

ses vertus en médecine traditionnelle.

Une meilleure connaissance de la composition des plantes semble a présent
nécessaire, afin daider a la pérennisation de cette nouvelle filiere, dont les
revenus pourraient constituer une autre valeur ajoutée, surtout que ces especes

poussent spontanément et peuvent survivre pendant plus de 100 ans.

Au terme de ce travail, les objectifs que nous nous sommes assignés au

départ ont été atteints, au moins en grande partie :

Les enquétes menées sur terrain aupres de certains phytothérapeutes,
herboristes et plus d’'une centaine de personnes, nous ont permis de collecter des
informations sur Melissa officinalis L. et son utilisation en médecine traditionnelle

Algérienne.

L’étude macroscopique des organes de la plante a mis en évidence la présence
d'un tapis de poils épidermiques. Les coupes histologiques ont permis de
connaitre l'organisation des différents tissus au sein des feuilles, des tiges et
pétiole. Nous avons aussi localisé les sites de stockage et de sécrétion des huiles

essentielles, en l'occurrence les poils épidermiques a téte vésiculaire observés



121

seulement au niveau de la tige, la feuille et le pétiole. Les piéces florales stériles
présentent seulement des poils épidermiques pluricellulaires tecteurs alors que,

les pieces florales fertiles sont dépourvues de poils épidermiques.

Une étude phytochimique a été abordée, comportant des essais
physicochimiques, visant a déterminer la teneur des principes actifs majoritaires
de Melissa officinalis L. Nous avons cherché spécifiquement les teneurs en tanins
et flavonoides ayant des effets thérapeutiques intéressants. La détermination
guantitative de ces molécules a été réalisée a froid par une macération, ce qui a

révelé une teneur importante en tanins.

L’extraction par solvants des fractions apolaires et polaires, a partir des feuilles, a
été réalisée a chaud avec I'éther de pétrole et le méthanol respectivement a I'aide
d’'un montage de type soxhlet. L’analyse de ces concréetes par spectrophotométrie
UV-visible a révélé que la fraction polaire est tres riche en métabolites
secondaires notamment les polyphénols, flavonoides et tanins.

Afin d’étudier la fraction volatile extraite par le procédé d’entrainement a la vapeur
d’eau, nous avons utilisé une méthodologie d’identification de la composition en
couplant la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse
(CG/SM). L'utilisation de cette technique, nous a permis d’identifier quelques
constituants chimiques de I'huile essentielle. Nous avons constaté, la présence
d’'une proportion importante en sesquiterpenes hydrocarbonés. Suite a ses
résultats obtenus, nous avons attribué le chemotype Caryophylléne /a-humulene
pour I'huile essentielle de Melissa officinalis. Les sesquiterpenes caractérisant
notre HE, sont tres connus pour leurs vertus thérapeutiques et sont fréquemment

extraits a partir des plantes, alors que leur synthése organique est quasiment

inexistante dans la littérature scientifique.

Une demande croissante en molécules d‘origine naturelle a été observée ces
dernieres années favorisant, par conséquent, la recherche de nouveaux
composés bioactifs. Cette recherche peut prendre plusieurs formes et avoir

plusieurs intéréts, mais trois objectifs majeurs reviennent souvent :

v Trouver de nouvelles molécules anti-microbiennes afin de remplacer les
antibiotiques et anti-septiques actuels face auxquels les micro-organismes ont

développés des résistances ;
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v Remplacer les additifs et conservateurs synthétiques utilisés en agro-
alimentaire ou en cosmétique, qui se sont révélés comme nocifs pour la santé
humaine ;

v Trouver de nouvelles molécules bioactives a effet anti-inflammatoire, pour
minimiser l'usage des anti-inflammatoires de synthése (stéroidiens et non

stéroidiens), réputés pour leurs nombreux effets indésirables.

La connaissance de la composition chimique de I'HE de M.officinalis ainsi
que I'extrait méthanolique, nous ont permis d'élucider certains effets biologiques et
pharmacologiques intéressants, notamment les effets antioxydant, antimicrobien,

anti-inflammatoire, et antispasmodique :

L’huile essentielle de la mélisse a présenté un modeste pouvoir antioxydant
(IC50=0,64+£0,01 mg/ml). Cependant, I'extrait méthanolique des feuilles de M.
officinalis a présenté un pouvoir réducteur, qui est comparable a celui exprimé par
I'antioxydant de synthése « BHT ». Il a exprimé un excellent effet en piégeant plus
de 70% des radicaux DPPH a une faible concentration (0,1mg/ml). Cet extrait a
présenté une activité antioxydante trés intéressante (ICs50,=0,066+0,003 mg/m).
Cette action a été corrélée a la présence de composés phénoliqgues dans les
feuilles. Toutefois, une analyse structurale par résonance magnétique nucléaire

(RMN) est nécessaire pour identifier tous les constituants de cette fraction.

Les différents extraits de la plante ont été testés sur un panel de microorganismes
pathogenes. Cependant, 'HE a exercé le meilleur effet antimicrobien avec des
zones d’inhibition allant de 16 a 45 mm. L’extrait préparé a partir de la concréte
méthanoligue vient en deuxiéme position car, la quasi-totalité des souches
bactériennes se sont avérées résistantes, néanmoins il présenté un pouvoir

antifongique.

Sur un autre volet, I'évaluation des activités pharmacologiques testées in vivo a
révélé que l'huile essentielle de Melissa officinalis est douée d’un bon effet anti-
inflammatoire. Ainsi, une concentration de 0,1g/ml d’HE induit une activité
significative similaire a celle du produit de référence utilisé avec un pourcentage

de réduction de 'cedéme dépassant les 50%.
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Nous venons par ce travail, de justifier scientifiguement I'utilisation traditionnelle
de M. officinalis dans le traitement antispasmodiques. L’huile essentielle de la
mélisse a présenté un excellent effet antispasmodique avec un pourcentage de

protection allant de 60 a 76%.

Ainsi les activités antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoires et
antispasmodique positives avec I'HE de Melissa officinalis L, apportent des
éléments de validation scientifique et justifient son utilisation traditionnelle dans le
traitement de diverses maladies associées a l'inflammation et la douleur. Ces
activités sont probablement liées a un mécanisme de synergie des composants

bioactifs.

Les résultats ne sont certes pas concluants, il serait intéressant de mener
des études plus approfondies sur les constituants de 'HE et I'extrait méthanolique
de Melissa officinalis L. démontrant ces activités thérapeutiques, en vu d’identifier

I'espéce chimique ou les composés responsables de ces activités.

A l'avenir, il serait intéressant d’exploiter I'hydrolat et analyser sa composition
et son potentiel pharmacologique, puisque les hydrolats font I'objet de trés peu

d'études et peuvent notamment constituer un créneau de recherche intéressant.

Des recherches complémentaires pourraient étre intéressantes sur
l'exploitation de [l'acide rosmarinigue et lanalyse de son potentiel
pharmacologique, puisque plusieurs étude ont montré que l'acide rosmarinique,
isolé uniqguement de Melissa officinalis L. et Rosmarinus officinalis semble étre
une substance trés intéressante car elle a non seulement plusieurs activités

thérapeutiques, de plus, sa non-toxicité a été déja prouvé.

La littérature scientifique n’a rapporté aucun effet secondaire, ni aucune
toxicité de la mélisse, a ce jour. Cependant, pour confirmer ce concept, il s‘avére

nécessaire de réaliser une étude de la toxicité avec un test performant.

A l'issu de ce travail, nous pouvons dire que I'espéce Melissa officinalis L. a
un bon potentiel thérapeutique, ce qui ouvre d'intéressantes perspectives de

recherche.
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APPENDICE A

LISTE DES SYMBOLES ET DES ABRIVIATIONS

AFNOR : Association Francaise de Normalisation
ATCC : American Type Culture Collection

OMS : Organisation mondiale de la Santé

CG/SM : chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse

HE : Huile essentielle

Ext Méth : Extrait méthanolique ou concréte polaire
MP : Microscope photonique

GX : Grossissement

C.T. : Coupe transversal

@ : Diametre de la Zone d’inhibition

Ac : acide

MG : matiére grasse

°C : Degrés Celsius

DO : densité optique

g : gramme

cm : centimetre

mm : millimetre

mn : minute
ml : millilitre
pl : microlitre

Mg : microgramme
nm : nanometre

UV-vis : Ultra violet- visible



APPENDICE B

INSTRUMENTS, APPAREILLAGES ET REACTIFS UTILISES

B1/ Appareillage

Appareillages

Microscope photonique

Microtome

Broyeur mécanique

Balance de précision

Plaque chauffante

Chauffe ballon

Autoclave

Bain marie

Evaporateur rotatif

Hotte chimique aspirante

Etuve bactériologique

Bec benzéne

Loupe binoculaire

Réfrigérateur

Densimeétre

Karl Fischer

Refractomeétre

Extracteur Soxhlet

Spectrophotométre UV — Vis

Chromatographe phase gazeuse
couplé a un spectrometre de masse

B2/ Verrerie, consommab

les et réactifs

Verrerie et consommables

Béchers Erléne Meyer Entonnoirs

Ballon & fond plat a col Ballon sans fond Cassette

rode

Ampoules a décanter Micropipette Porte lame

Pipettes graduées Pinces Lames en verre et
lamelles

Tube a essai Portoirs Moule

Anse de platine

Ecouvillons stériles

Fiole conique

Boite de Pétri

Disques d’antibiogramme
stériles

Eprouvette en verre
gradué

Pipettes Pasteurs

Burettes

Ciseaux

Seringue

Sonde de gavage

Solutions, réactifs et indicateurs ut

ilisés

Ether diéthylique

Méthanol

Carmin aluné

Ether de pétrole

Ethanol 95°

Rouge de Congo

Butanol

Acide acétique

Vert de méthyl

Acétate d'éthyl

Chloroforme

Phénol phtaléine

Acide ascorbique

Acide Chlorhydrique

Paraffine

Formol Toluene Hydroxyde de potassium
Gélatine KOH alcoolique Thiosulfate de sodium
Spasfon Diclofenac Carraghénine

Eau physiologique/ distillée

Eau de javel (12°)

DPPH

Muller-Hinton

Gélose de Sabouraud




B3/ PHOTOS DE QUELQUES TESTS BIOLOGIQUES

Figure 1 : Gavage des souris

Figure 2 : Injection de la carraghénine sous 'aponévrose plantaire de la patte arriére

gauche de la souris

Figure 3 : Injection de I'acide acétique



APPENDICE C

RECHERCHE ETHNOBOTANIQUE

Questionnaire N-: 1

Age, Sexe, Région,
Fonction

Région de la récolte de la
plante

Période de récolte

Partie utilisée

Nature du traitement pour

lequel est administrée la
plante

Mode d’emploi

Nature du résultat : + ou -

Effets secondaires




Questionnaire N°2

Sexe :

Age :

Région :

Fonction :

1- Connaissez-vous la phytothérapie ?
LI Oui

1 Non

2- Si oui, comment vous la connaissez ?
1 Avez-vous entendu parler

L1 Avez-vous été déja soigné par la phytothérapie ?
3- Connaissez-vous la mélisse ?

L1 Oui

1 Non

4- Comment la connaissez-vous ?
L] Utilisé par une personne de votre entourage ?

L] Utilisé par vous-méme

Entendu parler
5- Dans quelles maladies est —elle utilisée ?
6- Quelle est la partie utilisée de la plante ?
L] Latige

O Les feuilles

Les fleurs
La plante entiére

7- Son mode d’utilisation
8- Est ce que le résultat est positif ?
[ Oui
[J Non
Inconnu
9- Ya t-il des effets secondaires ?
O Qui
] Non
Ignore le résultat
10- Préférez-vous :
[ Un traitement naturel
O Un traitement médical
O Les deux
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Tableau : Résultat de 'enquéte ethnobotanique avec les spécialistes

Individu Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9 | Q10
- Les tiges feuillées en
infusion.
- Les feuilles séchées en
- Calmant infusion.
- Insomnies f Pﬁltlte quantlt?I de
Herboriste Tizi- Ifer Lieux Avril Tiges | - La grippe edries en poudre
1 s + . . S , mélangée au miel (usage | + +
Ouzou n’tzizoua ombragés Mai Feuillées | - Crises du interne)
colon icul - Frottement des ruches
- En apiculture | gopeilles par les feuilles.
- Appliquer les feuilles
contre les piqdres
d’insectes.
. . Tiges - Calmant - Les tiges feuillées en
2 Herboriste Alger Mélisse + Alger Mars Feuillées | - La grippe infusion. + +
- Insomnies - Les feuilles séchées en
Herborist Mélisse Lieux Avtil - Ic_:a'gnpze infusion.
3 Herboriste Ferzizoua + ombragés | Feuilles | - Crises du - ,FrotFement des ruches + +
Tipaza - Koléa Trandi Chréa Mai colon d’abeilles par les feuilles.
randjane - En apiculture | - Rajout des feuilles
- En cuisson fraiches aux salades.
, . , , - Calmant , o
Herboriste Mélisse Lieux Mars Tiges . - Les tiges feuillées en
4 . . . + . . . - Insomnies . : + +
Tipaza - Koléa | Ferzizoua ombragés Auvril Feuillées infusion.

- La grippe




Individu Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9 | Q10
Med,ecm Mélisse Lieux Début du : - Calmant - Les feuilles séchées en
5 phytothérapeute . + . . Feuilles : , : + +
Blida Ferzizoua ombragés | printemps - Insomnies infusion.
s - - Les tiges feuillées en
Mélisse . , - Calmant . :
6 hytl\cﬁlti%?;g]eute for .\ Lieux Début du Plante | |~ i infusion. -
P Blida Vtzizoua ombragés | printemps entiére La ar - Les feuilles séchées en
- Lagrippe infusion.
) - Les feuilles séchées en
. Le 2°me Calmant infusion.
Mélisse Hammame | trimestre - Insomnies Petite quantité de
. . . + ) ; : _ . - - + +
! Herboriste Blida Ferzgoua Melouane | de lannée | Feullles La grippe feuilles en poudre
Trandjane - Douleur mélangée au miel (usage
d'estomac interne).
- Calmant - Les feuilles séchées en
. - Insomnies infusion.
Mélisse Mars Cri d Frottement des ruches
8 Herboriste Blida Ifer + Bouarfa . Feuilles |~ =Msesdu ;O . + |+
. Auvril colon d’abeilles par les feuilles.
n’'tzizoua . . :
- En apiculture | - Rajout des feuilles
- En cuisson fraiches aux salades.
- Les tiges feuillées en
. . Ferzizoua Hammame Mai Tiges | - Calmant infusion.
9 Herboriste Blida . + . = . : . + +
Trandjane Melouane Juin feuillées | - Insomnies - Les feuilles séchées en
infusion.
Chréa - Calmant - Les feuilles séchées en
. . Ferzizoua : - Insomnies infusion.
10 Herboriste Blida . + Hammame Mars Feuilles . + +
Trandjane Melouane - La grippe - Frottement des ruches

- En apiculture

d’abeilles par les feuilles.




APPENDICE D

REALISATION DES COUPES HISTO-ANATOMIQUES

* Réalisation de coupes histologigues

1°. Prélévement et préparation des échantillons

Quelques rameaux feuillés sont soigneusement nettoyés a I'eau courante et bien égouttés
sur du papier buvard. Les organes étudiés sont : les tiges, les feuilles et les pétioles.

2°. La fixation:

Dans des piluliers, les prélevements sont immédiatement fixés dans une solution FAA
pendant 48 h. La fixation permet de garder les structures tissulaires dans un état aussi
proche que possible de I'état vivant.

3°. La déshydratation:

Elle consiste a extraire I'eau et le fixateur du tissu par passage successif dans cing bains
d'alcool éthylique a titrage croissant, allant de 70° a 100° pendant 1h30 chacun

4°. La désalcoolisation:

Toluéne + éthanol (V/V)............ccooeenie. 30 minutes
Lo ][ =T 0 T o 10 ] 30 minutes
TolUENE PUr.. ... 30 minutes
Toluéne pUr.....ciei e 01 heure
Toluéne + paraffine (VIV).........c.cocoeenen. 30 minutes
Paraffine.......ccccoiiiiiiii 01 heure
Paraffine........cccooii 01 heure
Paraffine.........ccooiiii 12 heures

5°. L'inclusion:

La paraffine est coulée a chaud, dans des moules métalliques associés a des cassettes
en plastique. L'explant est rapidement plongé avec une pince préalablement chauffée,
tout en lorientant dans le sens de la coupe désirée. La polymérisation de la paraffine a
température ambiante permet 'obtention de blocs préts a étre coupés.

6°. La confection et I'étalement des coupes:

Avant de passer a la confection des coupes, les blocs démoulés sont taillés a l'aide d'un
scalpel jusqu'a 'apparition des organes inclus. La réalisation des coupes est faite a l'aide
d'un microtome, en réglant I'épaisseur a 5uym. Les rubans obtenus sont placés sur des
lames. L’étalement se fait avec de leau gélatineuse filtrée (5%) puis étalés
soigneusement.

lls sont ensuite traités a I'étuve pour faire dissoudre la paraffine.

7°. Le déparaffinage et I'hydratation:
Toluéne pur 15 & 20 minutes a 50°C
Toluéne pur 10 minutes

Toluene pur 10 minutes

Alcool absolu 10 minutes

Alcool absolu 10 minutes

Alcool absolu 10 minutes

Alcool absolu + formol (4v/1v) 05 minutes
Ringage a I'eau courante 10 minutes

Les coupes sont ensuite placées dans des paniers porte-lames et laissées a la
température du laboratoire pour sécher.



APPENDICE E

RESULTATS DU BALAYAGE SPECTRAL

Tableau 1: Longueur d’ondes d’absorption des composés détectés au niveau de la
fraction polaire de Melissa officinalis L.

N° Longueur d'onde (nm) Absorbance
1 283 0,973
2 310 0,952
3 402 0,745
4 671 0,176

Tableau 2: Longueur d’ondes d’absorption des composés détectés au niveau de la
fraction apolaire de Melissa officinalis L.

N° Longueur d'onde (nm) Absorbance
1 250 1,325

2 305 1,709

3 415 2,233

4 483 0,456

5 505 0,340

6 945 0,142

7 670 0,510




RESULTATS DU TEST ANTIOXYDANT

APPENDICE F

Tableau F.1: Test du pouvoir de piégeage du radical DPPH par le BHT

a/ A faibles concentrations

C mg/ml Ao A A%
Essai 1 0,862 0,752 12,761
0,0025 Essai 2 0,857 0,754 12,019
Essai 3 0,859 0,753 12,340
Moyenne 0,859 0,753 12,373
Ecart-type - - 0,304
Essai 1 0,862 0,706 21,462
0,005 Essai 2 0,857 0,709 21,237
Essai 3 0,859 0,707 21,653
Moyenne 0,859 0,707 21,451
Ecart-type - - 0,170
Essai 1 0,862 0,669 33,295
0,010 Essai 2 0,857 0,662 33,256
Essai 3 0,859 0,665 33,062
Moyenne 0,859 0,665 33,204
Ecart-type - - 0,102
Essai 1 0,862 0,586 47,680
0,025 Essai 2 0,857 0,589 47,608
Essai 3 0,859 0,587 47,614
Moyenne 0,859 0,587 47,634
Ecart-type - - 0,033
Essai 1 0,862 0,498 54,872
0,050 Essai 2 0,857 0,501 54,142
Essai 3 0,859 0,503 54,482
Moyenne 0,859 0,501 54,500
Ecart-type - - 0,298
Essai 1 0,862 0,246 71,462
0,100 Essai 2 0,857 0,250 70,828
Essai 3 0,859 0,251 70,780
Moyenne 0,859 0,249 71,023
Ecart-type - - 0,311




Tableau F.2: Test du pouvoir de piegeage du radical DPPH par le BHT
b/ A des concentrations élevées

C mg/ml Ao A A%
Essai 1 0,862 0,246 71,462
0,1 Essai 2 0,857 0,250 70,828
Essai 3 0,859 0,251 70,780
Moyenne 0,859 0,249 71,023
Ecart-type - - 0,311
Essai 1 0,862 0,170 80,278
0,2 Essai 2 0,857 0,169 80,280
Essai 3 0,859 0,174 79,744
Moyenne 0,859 0,171 80,101
Ecart-type - - 0,252
Essai 1 0,862 0,144 83,295
0,4 Essai 2 0,857 0,142 83,431
Essai 3 0,859 0,143 83,353
Moyenne 0,859 0,143 83,360
Ecart-type - - 0,056
Essai 1 0,862 0,110 87,239
0,6 Essai 2 0,857 0,113 86,814
Essai 3 0,859 0,110 87,194
Moyenne 0,859 0,111 87,082
Ecart-type - - 0,191
Essai 1 0,862 0,096 88,863
0,8 Essai 2 0,857 0,092 89,265
Essai 3 0,859 0,091 89,406
Moyenne 0,859 0,093 89,178
Ecart-type - - 0,251
Essai 1 0,862 0,073 91,531
1 Essai 2 0,857 0,075 91,249
Essai 3 0,859 0,077 91,036
Moyenne 0,859 0,075 91,272
Ecart-type - - 0,203




Tableau F.3: Test du pouvoir de piégeage du radical DPPH par le tocophérol

C mg/ml Ao A A%
Essai 1 0,733 0,475 35,198
0,1 Essai 2 0,758 0,499 34,169
Essai 3 0,732 0,481 34,290
Moyenne 0,741 0,485 34,552
Ecart-type - - 0,459
Essai 1 0,733 0,434 40,791
0,2 Essai 2 0,758 0,429 43,404
Essai 3 0,732 0,442 39,617
Moyenne 0,741 0,435 41,271
Ecart-type - - 1,583
Essai 1 0,733 0,375 48,840
0,4 Essai 2 0,758 0,376 50,396
Essai 3 0,732 0,371 49,317
Moyenne 0,741 0,374 49,518
Ecart-type - - 0,678
Essai 1 0,733 0,299 59,209
0,6 Essai 2 0,758 0,308 59,367
Essai 3 0,732 0,302 58,607
Moyenne 0,741 0,303 59,061
Ecart-type - - 0,327
Essai 1 0,733 0,209 71,487
0,8 Essai 2 0,758 0,213 71,900
Essai 3 0,732 0,211 71,175
Moyenne 0,741 0,211 71,521
Ecart-type - - 0,297
Essai 1 0,733 0,109 85,130
1 Essai 2 0,758 0,116 84,670
Essai 3 0,732 0,120 83,607
Moyenne 0,741 0,115 84,469
Ecart-type - - 0,638




Tableau F.4: Test du pouvoir de piégeage du radical DPPH par I'extrait

méthanolique

C mg/ml Ao A A%
Essai 1 0,642 0,554 13,707
0,0025 Essai 2 0,658 0,588 10,638
Essai 3 0,631 0,579 8,241
Moyenne 0,644 0,574 10,862
Ecart-type 0,011 0,014 2,237
Essai 1 0,642 0,564 12,149
0,05 Essai 2 0,658 0,589 10,486
Essai 3 0,631 0,563 10,776
Moyenne 0,644 0,572 11,137
Ecart-type 0,011 0,012 0,725
Essai 1 0,642 0,556 13,396
0,010 Essai 2 0,658 0,542 17,629
Essai 3 0,631 0,562 10,935
Moyenne 0,644 0,553 13,987
Ecart-type 0,011 0,008 2,764
Essai 1 0,642 0,496 22,741
0,025 Essai 2 0,658 0,512 22,188
Essai 3 0,631 0,480 23,930
Moyenne 0,644 0,496 22,953
Ecart-type 0,011 0,013 0,727
Essai 1 0,642 0,396 38,318
0,050 Essai 2 0,658 0,420 36,170
Essai 3 0,631 0,403 36,133
Moyenne 0,644 0,406 36,874
Ecart-type 0,011 0,010 1,021
Essai 1 0,642 0,173 73,053
0,100 Essai 2 0,658 0,144 78,115
Essai 3 0,631 0,194 69,255
Moyenne 0,644 0,170 73,474
Ecart-type 0,011 0,020 3,629




Tableau F.5: Test du pouvoir de piégeage du radical DPPH par 'HE

C mg/ml Ao A A%
Essai 1 0,648 0,560 13,580
0,1 Essai 2 0,660 0,607 8,030
Essai 3 0,631 0,554 12,203
Moyenne 0,646 0,574 11,271
Ecart-type 0,012 0,024 2,360
Essai 1 0,648 0,476 26,543
0,2 Essai 2 0,660 0,507 23,182
Essai 3 0,631 0,502 20,444
Moyenne 0,646 0,495 23,390
Ecart-type 0,012 0,014 2,494
Essai 1 0,648 0,396 38,889
0,4 Essai 2 0,660 0,427 35,303
Essai 3 0,631 0,426 32,488
Moyenne 0,646 0,416 35,560
Ecart-type 0,012 0,014 2,619
Essai 1 0,648 0,324 50,000
0,6 Essai 2 0,660 0,325 50,758
Essai 3 0,631 0,320 49,287
Moyenne 0,646 0,323 50,015
Ecart-type 0,012 0,002 0,601
Essai 1 0,648 0,246 62,037
0,1930,8 Essai 2 0,660 0,233 64,697
Essai 3 0,631 0,232 63,233
Moyenne 0,646 0,237 63,322
Ecart-type 0,012 0,006 1,088
Essai 1 0,648 0,238 63,272
1 Essai 2 0,660 0,200 69,697
Essai 3 0,631 0,193 69,414
Moyenne 0,646 0,210 67,461
Ecart-type 0,012 0,020 2,964




Tableau F.6: Activité antioxydante (DPPH) de I'huile essentielle, tocophérol et BHT

Activité antioxydante en % *
Concentration en Contréles positifs
mg/ml Huile essentielle
Tocophérol BHT

0,1 11,271 + 2,360 34,552 + 0,459 71,023 £ 0,311
0,2 23,390 £2,494 41,271 + 1,583 80,101 + 0,252
0,4 35,560 + 2,619 49,518 + 0,678 | 83,360 + 0,056
0,6 50,015 0,601 59,061 * 0,327 87,082 + 0,191
0,8 63,322 + 1,088 71,521 + 0,297 89,178 + 0,251

1 67,461 * 2,964 84,469 + 0,638 91,272 +£ 0,203

* moyenne de trois mesures + écart-type,

Tableau F.7: Activité antioxydante (DPPH) de I'extrait méthanolique et BHT

Activite antioxydante en % *
ConC(?nrlézﬁ:ilon en Extrait Controle positif
méthanolique BHT

0,0025 10,862 + 2,237 12,373 + 0,304
0,005 11,137 +£0,725 21,451+ 0,170

0,01 13,987 + 2,764 33,204 +0,102
0,025 22,953 +0,727 47,634 + 0,033

0,05 36,874 +1,021 54,500 + 0,298

0,1 73,474 * 3,629 71,023 £ 0,311

* moyenne de trois mesures + écart-type,

Tableau F.8: Les concentrations I1Cs et la puissance antioxydante

Echantillons Huile essentielle . Extrait Tocophérol BHT
méthanolique
ICs0 en (mg/ml) * 0,64 +0,01 0,066 + 0,003 0,391 +0,01 0,063 = 0,0005
ARP en (mg/ml)'1 * 1,547 + 0,020 15,103 + 0,649 2,559 £ 0,067 15,958 £ 0,121

* moyenne de trois mesures + écart-type,




Analyse statistique :

Les courbes des régressions linéaires (STATISTICA.8):

1/ L'Huile essentielle de la mélisse :

CI50 de I'Huile Essentielle

Y =6,7471+0,0681*x
80 ,

Varl:Var3: y=6,7471 + 0,0681*x; r = 0,9847; p = 0,0004;
70 (r2=0,9695 °
o

60

40

A%

30

20

10

0 200 400 600 800 1000
C (ma/l)

2/ L’extrait méthanolique de la mélisse :

CI50 de I'Extrait Méthanolique

Y = 8,6996+0,6294*x
80

1200

70 Varl:Var2: y=8,6996 + 0,6294*x;
r =0,9960; p = 0,00002; r2 = 0,9920

60

A%
N
o

-20 0 20 40 60 80 100
C (mg/l)

120



3/ Le tocophérol :

A%

CI50 du Tocophérol
Y = 28,7026+0,0543*x

90

80

70

60

50

40

Varl:Var2: y=28,7026 + 0,0543*x;
r =0,9960; p = 0,00002; r? = 0,9920

30

3/ Le B.H.T:

A%

80

200 400 600 800
C(mgll)

CI50 du BHT:
Y= 14,7056+0,5625*x

1000

1200

70

60

50

40

30

20

Varl:Vard: y= 14,7056 + 0,5625%*x;
r=0,9934; p = 0,00006; r*> = 0,9869

0 20 40 60 80
C (mg/l)

100

120



Test d’ANOVA a sens unique suivi par le test de Tukey de
comparaison par paire au risque de 5%
(Sigma Plot, Version 11.0)

One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test: Passed (P =0,425)

Equal Variance Test: Passed (P =0,191)

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM
BHT 3 00,06270,0005770,000333

Tocophérol 3 0 0,391 0,0125 0,00723

Ext Méth 3 00,06630,00351 0,00203

HE 3 0 0,646 0,0100 0,00578

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 30,717 0,239 3538,839 <0,001
Residual 80,0005400,0000675

Total 110,717

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
HE vs. BHT 0,584 4123,048<0,001 Yes
HE vs. Ext Méth 0,580 4122,275<0,001 Yes
HE vs. Tocophérol 0,255 453,829<0,001 Yes
Tocophérol vs. BHT 0,328 469,219<0,001 Yes
Tocophérol vs. Ext Méth0,325 468,446<0,001 Yes

Ext Méth vs. BHT 0,00367 40,773 0,945 No



APPENDICE G

RESULTATS DU TEST ANTIMICROBIEN

Tableau: Activité antimicrobienne de la mélisse a travers le diameétre des
zones d’inhibition

Microorganismes

Diameétres des zones d’inhibition* (mm)

Extraits de la mélisse

Ciprofloxacine

Amphotéricine B

HE Ext Méth | (5 Hg/disque) | (10 pg/disque)
Gram -
Escherichia coli 16,33 + 0,47 31,33+ 0,94 .
: Non applicable
Pseudomonas aeruginosa | 37,17 £ 0,62 38,33+ 1,70
Gram +
Staphylococcus aureus 21,17 £ 0,62 35,00 = 0,82 _
: — Non applicable
Bacillus subtilis 19,00 £ 0,82 14,67 + 0,47
Levure
: . Non
Candida albicans 45,17 £ 0,24 13,17 + 0,85 applicable 16,00 + 1,41

* moyenne de trois mesures * écart-type,




RESULTATS DE L’ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

APPENDICE H

Tableau: Résultats du poids des pattes postérieures gauches et droites.

L'eau Clpfenal de lot essai 0,1g/ml lot essai

physiologique sodium12,5mg 0,01g/ml
PPD PPG PPD PPG PPD PPG PPD | PPG
Souris n°1 0,139 0,144 0,137 0,155 0,138 0,144 0,136 0,145
Sourisn°2 | 0,139 0,154 0,139 0,151 0,134 0,142 0,138 | 0,149
Souris n°3 0,144 0,183 0,135 0,149 0,136 0,155 0,140 0,175
Sourisn°4 | 0,135 0,190 0,139 0,153 0,135 0,139 0,137 0,18
Souris n°5 0,144 0,190 0,135 0,159 0,134 0,159 0,136 0,17
Sourisn°6 | 0,139 0,144 0,138 0,147 0,130 0,139 0,136 | 0,164
Moyenne 0,140 0,168 0,137 0,152 0,135 0,146 0,137 | 0,164
Ecart-type | 0,003 0,021 0,002 0,004 0,002 0,008 0,001 | 0,013

% d’oedeme 19,643 11,057 8,798 19,441

% de / 43,709 55,210 1,027

réduction




Analyse statistique :

Test d’ANOVA a sens unique suivi par le test de Student-
Newman-Keuls de comparaison par paire au risque de 5%
(SigmaPlot- Version 11.0)

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test: Passed (P =0,301)
Equal Variance Test: Passed (P=0,112)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Eau physiologique6 019,645 2,601 1,062

Clofénal 6 011,058 1,336 0,545

HE 1 6 0 8,791 1,652 0,675

HE 2 6 019,489 5,502 2,246
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 3573,367191,122 18,401 <0,001
Residual 20207,731 10,387

Total 23781,098

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
Eau physiologique vs. HE 1 10,855 48,250<0,001 Yes
Eau physiologique vs. Clofénal8,587 36,527<0,001 Yes
Eau physiologique vs. HE 2 0,157 20,119 0,934 No
HE 2vs. HE 1 10,698 38,131<0,001 Yes
HE 2 vs. Clofénal 8,430 26,408<0,001 Yes

Clofénal vs. HE 1 2,267 21,723 0,237 No



RESULTATS DE L’ACTIVITE ANTISPASMODIQUE

APPENDICE |

Tableau: Résultats de I'activité antispasmodique

Nbr de Nbr de ] Nbr de Nbr de
. spasmes: . .
spasmes: _ spasmes: spasmes:
Lot Témoin Lot Temom Lot essai 1 Lot essai 2
positif
Souris N°1 30 3 7 10
Souris N°2 20 4 8 9
Souris N°3 35 6 6 12
Souris N°4 25 2 3 9
Souris N°5 16 5 6 10
Souris N°6 25 4 6 10
Nombre globale 151 24 36 60
de spasmes
Moyenne 25,2 4 6 10
Ecart-type 6,20 1,29 1,53 1,00
% de protection / 84,106 76,159 60,265




Analyse statistique :

Test d’ANOVA a sens unique suivi par le test de Student-
Newman-Keuls de comparaison par paire au risque de 5%
(SigmaPlot- Version 11.0)

One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Data 1 in Notebook1l

Group N Missing Median 25% 75%

Témoin -6 0 25,000 20,000 30,000

Spasfon 6 0 4,000 3,000 5,000

HE1 6 0 6,000 6,000 7,000

HE2 6 0 10,000 9,000 10,000

H = 20,561 with 3 degrees of freedom. (P =<0,001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0,001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple
comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison Diff of Ranks q  P<0,05

Témoin - vs Spasfon102,000 5,889 Yes
Témoin - vs HE 1 78,000 5,965 Yes
Témoin - vs HE 2 36,000 4,076 Yes
HE 2 vs Spasfon 66,000 5,047 Yes
HE 2vs HE 1 42,000 4,756 Yes
HE 1 vs Spasfon 24,000 2,717 No

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.
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Résumé

Description du sujet : Le présent travail consiste a déterminer la composition chimique de I’huile essentielle de
la mélisse (Melissa officinalis L.) et évaluer son pouvoir antioxydant.

Objectifs : Cette étude apporte une contribution & la valorisation des plantes aromatiques de la flore algérienne,
afin de trouver de nouveaux produits naturels bioactifs et remplacer ainsi les molécules de synthése toxiques.

Méthodes : L’huile essentielle de la mélisse obtenue par entrainement a la vapeur d’eau de la plante séche a été
analysée par CG/SM. Le pouvoir antioxydant de cette huile a été évalué par le test de DPPH.

Résultats : L’huile essentielle de la mélisse contient une forte proportion en sesquiterpénes hydrocarbonés
(Trans B-Caryophylléne 19,25%). Elle a présenté une activité antiradicalaire avec une 1C5,=0,64+0,01 mg/ml.

Conclusion : L’huile essentielle de la mélisse présente une modeste activité antioxydante. Toutefois, vu la
richesse de cette huile en composés treés appréciés en pharmacologie, cette contribution ouvre de larges
perspectives de recherche.

Mots clés: Melissa officinalis ; huile essentielle ; CG/SM ; effet antioxydant

CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIOXIDANT PROPERTIES OF MELISSA
OFFICINALIS L. ESSENTIAL OIL

Abstract

Description of the subject: The present work consists in determining the chemical composition of the essential
oil of Melissa (Melissa officinalis L.) and evaluating its antioxidant power.

Objective: This study contributes to the valorisation of aromatic plants of Algerian flora, in order to find new
bioactive natural products and thus replace the toxic synthetic molecules.

Methods: The essential oil of Melissa obtained by drifting to the steam of the dry plant was analyzed by
GC/MS. The antioxidant power of this oil was evaluated by the DPPH test.

Results: The essential oil of Melissa contains a high proportion of hydrocarbon sesquiterpenes (Trans (-
Caryophyllene 19,25%). It exhibited an antiradical activity with an 1C5,=0,64+0,01 mg/ml.

Conclusion: The essential oil of Melissa has a modest antioxidant activity. However, given the richness of this
oil in compounds highly appreciated in pharmacology, this contribution opens wide prospects for research.

Keywords: Melissa officinalis ; essential oil ; GC/MS ; antioxidant effect

*Auteur correspondant: FEKNOUS Souad, E-mail:feknous.souad@yahoo.fr
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INTRODUCTION

Depuis la période prehistorique, les
plantes ont été a la base de plusieurs thérapies.
Les médecins et les pharmaciens prescrivaient
ou vendaient environ 90% de produits a base
de plantes [1].

La préservation et la valorisation des
ressources naturelles a intérét médicinale et
aromatique sont devenues des domaines tres
importants sur le plan économique [2]. De nos
jours I'utilisation des plantes en médecine a
évolué : les médicaments sont aujourd’hui le
fruit d’une recherche longue et codteuse qui
passe de la cueillette au laboratoire, a la
détermination du principe actif, son isolation
ensuite la synthése [3]. Cependant, les plantes
restent encore sous-exploitées dans le domaine
de la recherche de nouveaux antioxydants
naturels, surtout que [Iutilisation des
substituants de synthese est actuellement
remise en cause en raison des risques
toxicologiques potentiels [4]. Ces substances
jouent un réle important en agroalimentaire
dans la préservation des aliments et contribuent
en médecine a la prévention des maladies
chroniques en combattant le stress oxydant [5].
La melisse « Melissa officinalis » est une
vieille plante mellifére, condimentaire et
médicinale, importée par les Romains et les
anciens Grecs [6]. Elle est originaire de la
région méditerranéenne orientale. La mélisse
pousse a I’état spontané dans les pays chauds
[7]. C’est une plante commune dans toute
I’Algérie, ou on la retrouve dans des lieux
incultes, ombragés, sur les terrains riches en
humus, en marge des foréts et aux bords des
chemins jusqu’a 1000 metre d’altitude ainsi
guaux alentours des maisons  [8].
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Elle est aussi largement cultivée dans les
régions de la Kabylie néanmoins, elle est
spontanée dans les montagnes du Tell. On
I’observe dans les ravins humides des
montagnes de Babors, du Djurdjura et de
I’Atlas Blidéen [9, 10].

Melissa est une plante vivace de cinguante a
soixante-dix centimétres de longueur. Il s’agit
d’une plante herbacée robuste qui évolue en
touffe, a rhizome court mais portant de
nombreux bourgeons adventifs servant a
perpétuer et multiplier la plante [11, 12]. Elle
est également connue sous le nom de
citronnelle car elle dégage une délicate odeur
de citron lorsqu’on froisse ses feuilles [13].

La mélisse, malgré des références anciennes,
est une nouvelle venue en phytothérapie
moderne [14]. Elle est trés largement
préconisée par les herboristes en Algérie
notamment pour son effet calmant.

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la
recherche et la valorisation des substances
naturelles bioactives qui présentent un intérét
dans le domaine de la bio-pharmacologie afin
de remplacer les molécules de synthése
toxiques. L’objectif principal de ce travail est
de déterminer la composition chimique de
I’huile essentielle de Melissa officinalis et
d’évaluer in vitro son activité antioxydante.

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

La plante étudiée Melissa officinalis L.,
a été recolté dans la région montagneuse de
Hammam Melouane dans la wilaya de Blida
(Tableau 1). La récolte a été effectuée sur les
parties aériennes au mois de mai 2014, avant la
floraison.

Tableau 1: Coordonnés géographiques du site de récolte de Melissa officinalis

Région Localisation

Altitude

Latitude Longitude

Hammam Melouane Blida - Algérie

266 m

36°28’46.06” Nord  3°02°51.05 Est

Son identification a été faite au niveau du Parc
National de Chréa (Direction de Blida) et a été
confirmée au laboratoire de biologie végetale
du département des Biotechnologies de
I’Université de Blidal. Le séchage de la plante
a été effectué a température ambiante, a I’abri
de la lumiére et de I’humidité.
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2. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle de
mélisse a été faite par entrainement a la vapeur
d’eau. Il s’agit d’une distillation continue en
circuit fermé pendant un temps suffisant pour
entrainer la totalité de [I’huile essentielle
contenue dans la plante. Les vapeurs en
traversant la plante font éclater les cellules et
entrainent avec elles I'nuile. L'huile essentielle
est recueillie par simple décantation du
distillat.
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3. Chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/SM)

L'analyse chromatographique de I'huile
essentielle a été effectuée par un appareil de
type Hewlett-Packard (6890N) couplé a un
spectrometre de masse (HP 5973N) d’Agilent
Technologies. La fragmentation est effectuée
en mode électron-impact (E.l.) & 70eV. La
colonne utilisée est une colonne capillaire HP-
5MS (30 m x 0,25 mm). La température de la
colonne est programmée de 70 a 250°C a
raison de 4°C.min-1. Le gaz vecteur est
I’hélium dont le débit est fixé & 1 ml.min-".
L’ appareil est relié & un systeme informatique
gérant une bibliothéque de spectre de masse et

piloté par un logiciel « Turbomass » qui
permettra I’identification des constituants
aromatiques de I’huile essentielle. La

composition en pourcentage a été calculée a
partir de la somme des hauteurs de pic de la
composition totale de I’huile.

4. Evaluation de I’activité antioxydante

Mesure de I'activité anti radicalaire
(DPPH) : L'activité antioxydante a été évaluée
in vitro par la méthode de piégeage du radical
DPPH. Le pouvoir antioxydant des produits
testés a été comparé a un antioxydant de
synthése (Butyl-hydroxy-toluéne : BHT) et un
antioxydant naturel (le tocophérol).

-Principe : La capacité de céder des
hydrogenes par les huiles essentielles ou par
certains composés purs, est mise en évidence
par une méthode spectrophotométrique, en
suivant la disparition de la couleur violette
d'une solution méthanolique contenant le
radical  libre DPPH*  (1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl) [15].

-Mode opératoire : Le test utilisant le
DPPH a été réalisé en suivant la méthode
décrite par Sanchez-Moreno et al [16, 17], ou
50ul de chacune des dilutions des produits
testés sont mélangés a 2ml d'une solution
méthanolique de 60uM de DPPH (dissoudre
2,4mg de DPPH dans 100ml de méthanol).
Apres une période d'incubation de 30 minutes,
a l'abri de la lumiere, I’absorbance est lue a
5I7nm. L'activité antioxydante est donnée par
le pourcentage d’inhibition des radicaux libres
de DPPH (A%) qui est calculé par la formule
suivante :
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A% = [(Ablanc' Aéch)/AbIanc] .100

ou:
Auplane - Absorbance du témoin (DPPH) au
temps zéro avant addition de I'échantillon a
tester.
A : Absorbance de I'échantillon testé.

Cette décoloration est représentative de la
capacité des composés a piéger ces radicaux
libres indépendamment de toutes activités
enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir
des informations sur le pouvoir antiradicalaire
direct de différentes substances [18].

Le parametre ICs, a été introduit par Brand-
Williams et ses collaborateurs. 1l est défini
comme étant la concentration de ['extrait
efficace pour réduire 50 % de DPPH en
solution [18]. Cette grandeur est déterminéee
graphiquement en tragant pour un échantillon
donné la courbe A% en fonction de la
concentration  puis on  détermine la
concentration qui correspond a A% = 50.

Un autre paramétre exprimant la puissance
anti-radicalaire a été calculé nommé « ARP »
qui est égale a 1/ICsq [19].

5. Analyse statistique

Toutes les mesures expérimentales ont
été effectuées en triple répétitions et les
résultats sont exprimés en moyenne de trois
analyses + écart-type. L’analyse statistique a
été exécutée en utilisant I’analyse de la
variance a sens unique (ANOVA) suivi par le
test de Tukey pour les comparaisons multiples
et la détermination des taux de signification.
Les valeurs de p <0,05 sont considérées
significatives. Les régressions linéaires ont été
obtenues en utilisant le logiciel (STATISTICA
8) et I’analyse statistique et I’importance de la
corrélation entre les variables ont été exécutées
en utilisant le logiciel (SigmaPlot 11.0).

RESULTATS
1. Composition chimique de [I’huile
essentielle

Les résultats de [I’analyse par

chromatographie gazeuse couplée & Ila
spectrométrie de masse (CG/SM) de la
composition chimique de I’huile essentielle
sont présentés dans le tableau 2.
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Tableau 2: Composes de I’huile essentielle de Melissa officinalis

Temps de Pourcentage
N°  rétention Composé identifié*
(%)
(mn)
1 12.48 Citronnellal 1,55
2 15.52 B-Citral (Néral ou citral b) 2,66
3 16.08 (S)-(-)- Acide Citronellique, Ester méthylique 2,43
4 16.54 a-Citral (Géranial ou citral a) 5,31
5 18.20 Géranate de méthyle 0,66
6 19.89 a-Copaene 5,31
7 20.16 cis-Myrtanol 2,21
8 21.41 Trans B-Caryophylléne 19,25
9 22.37 a-Humuléne 5,31
10 23.19 Germacrene D 2,88
11 24.20 y-Muurolene 1,33
12 24.47 d-Cardinene 3,54
13 26.31 Oxyde de caryophylléne 18,58
14 27.04 Oxide de humuléne 6,19
15 28.52 Caryophyllenol 11 (Caryophylla 3,8 (13) dien 5Beta-ol) 10,84
16 28. 87 (4S-5R)-5, hydroxycaryophyl-8-(1- 3) ene 4,12 époxyde 4,42
17 33.13 Hexahydrofarnesyl acétone (2-penta decanone 6, 10, 14 triméthyl 0,66
18 53.78 Phtalate de dioctyle 6,86
Classes biochimiques des composeés identifiés dans I’huile essentielle
Monoterpénes -
Sesquiterpenes 37,62
Esters terpéniques 9,95
Oxydes terpéniques 29,19
Alcools terpéniques 13,05
Aldéhydes terpéniques 9,52
Cétones 0,66
TOTAL 99,99

*Composés classés dans I’ordre d’élution sur la colonne HP-5MS,

Au total 18 composés ont été identifiés. Le
profil chromatographique est caractérisé par 3
pics majoritaires, avec une prédominance des
sesquiterpénes hydrocarbonés et leurs dérives,
dont on cite: le sesquiterpene: f-
caryophylléne (19,25%), I’oxyde terpénique :
oxyde de -carophyllene (18,58%) et
I’alcool terpénique : caryophyllenol I
(10,84%). On note la présence des
sesquiterpénes suivant : a-copaéne et o-
humuléne avec le méme pourcentage

(5,31%), d-cardinéne (3,54%),
germacréne D (2,88%) et y-muuroléne
(1,33%).

Aussi une présence non négligeable des
aldéhydes terpéniques : a-citral (5,31%),
B-citral (2,66%) et citronellal (1,55%).
On note la présence des esters
terpéniques, alors que les cétones sont
minoritaires sous forme de traces.

2. Activité antioxydante

Les résultats de I’activité antioxydante
(DPPH), exprimés en pourcentage d’activité
anti-radicalaire, de [I’huile essentielle de

Concentration en mg/ml
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Melissa officinalis L. ainsi que ceux du
tocophérol et du Butyl-hydroxy-toluéne (BHT)
sont donnés dans le tableau 3.

Tableau 3: Activité antioxydante (DPPH) de
I’huile essentielle, tocophérol et BHT

Activité antioxydante en % *

] ] Controles positifs
Huile essentielle

Tocophérol BHT
0,1 11,27 £2,36 34,55 +0,46 71,02+0,31
0,2 23,39 +2,49 41,27 +158 80,10+0,25
0,4 3556 +2,62 4952 +0,68 83,36 +0,06
0,6 50,02 +0,60 59,06 +0,33 87,08+0,19
0,8 63,32 +1,09 7152 +0,30 89,18 +0,25
1 67,46 +296 84,47 +0,64 91,27+0,20

* moyenne de trois mesures + écart-type,

Ces resultats révelent que tous les substrats
testés possédent une activité anti-radicalaire
dose dépendante.

Le pouvoir réducteur est proportionnel a la
concentration des substrats.
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Pour une concentration élevée de 1mg/ml, il
atteint 67,46 % par I’huile essentielle et
84,47% par le tocophérol ainsi qu’une
réduction presque totale de I’ordre de 91,27%
par le BHT.

Les ICs, exprimant la concentration efficace
du substrat antioxydant nécessaire pour le
piégeage et la réduction de 50% de molécules
de DPPH mises en solution dans le méthanol,
ont été déterminées graphiquement par la
régression linéaire.

La validité de ces régressions est testée par les
coefficients de corrélation qui doivent étre trés

0.64

0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4
0.3 7
0,2 + 7
014

IC, (mg/ml)

HE
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proches de 1,00. Selon Ghedadba et al. [20],
une valeur plus faible de I'lCs, indique une
activité antioxydante plus élevée.

Les valeurs des concentrations inhibitrices I1Csx
(Fig. 1) montrent une activité assez importante
de I’huile essentielle (ICs, = 0,64 = 0,01
mg/ml) et le tocophérol (ICs, = 0,39 = 0,01
mg/ml) puisqu’ils agissent a des concentrations
élevées. Toutefois, le BHT présente une
activité antiradicalaire supérieure a 50%
guelque soit la concentration utilisée. Par
conséquent, le BHT présente un ICsy inférieur
a 0,2mg/ml.

0,39

Tocophérol

Figure 1 :Concentration inhibitrice a 50% de I’huile essentielle et du tocophérol

L’analyse des valeurs ICs, par ANOVA a
révélé une différence trés hautement
significative (p<0,001). Le test post-hoc de
Tukey a donné des différences significatives
(p<0,05) entre I’huile essentielle et les deux
standards. L’activitt  du BHT  est
significativement la plus élevée.

En comparant le résultat obtenu avec I’huile
essentielle de la mélisse et les standards, on
peut classer [I’activité et la puissance
antioxydante selon I’ordre suivant: BHT >
Tocophérol > Huile essentielle (avec des ARP
de 2,57 £ 0,05 pour tocophérol et 1,55 + 0,02
pour I’huile essentielle).

L’huile essentielle a manifesté un pouvoir
antioxydant en piégeant les molécules du
radical libre DPPH mais cette capacité est
d’une puissance faible en comparaison avec les
contrbles positifs.

DISCUSSION

L analyse chromatographique de I’huile
essentielle de Melissa officinalis a montré une
grande diversité de constituants appartenant a
différentes familles de composés chimiques
avec une prédominance des sesquiterpénes.
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Cependant, selon Ronat [21] les principaux
travaux réalisés sur la composition de I'huile
essentielle de mélisse émanant de chercheurs
allemands, suisses et égyptiens (s'échelonnant
de 1982 & 1997) ont obtenu des proportions
élevées en monoterpénes.

Nos résultats sont aussi différents de ceux
obtenus par Schnitzler et al. [22], qui ont
examiné la composition chimique de I’huile
essentielle de la mélisse d’origine Allemande.
Ils ont trouvé une dominance des aldéhydes
monoterpéniques.

Cette différence de composition est due
probablement a diverses conditions notamment
I’environnement, le génotype, I’origine
géographique, la période de la récolte, le lieu
de séchage, la température et la durée de
séchage, les parasites et la méthode
d’extraction [23].

Selon Anton et Wichtl [24], la teneur en B-
Caryophylleéne peut atteindre jusqu’a 28% et
au cours de la conservation elle se transforme
en époxydes de caryophylléne et germacréne D
jusqu’a 15%, ce qui concorde avec nos
résultats.
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Le caryophylléene (ou p-caryophylléne, ou
encore  (-)-trans-caryophyllene) est un
sesquiterpéne bicyclique. 1l a un effet anti-
inflammatoire et antiallergique et posséde une
activité analgésique avec des effets gastriques
cytoprotectifs. Cela le rend utilisable dans les
domaines de la pharmacie et de la médecine
[25, 26, 27, 28].

Par ailleurs, nos résultats de [I’activité
antiradicalaire sont en accord avec ceux de De
Sousa et al. [29] qui ont confirmé que I’huile
essentielle de la mélisse d’origine Brésilienne
présente une activité antioxydante par le
piégeage du radical DPPH et sont aussi
similaires aux résultats de Bounihi [30] qui a
montré que I’huile essentielle de la mélisse
d’origine Marocaine présente une faible
activité antioxydante avec une I1Csy = 1,75 *
0,03 mg/ml.

Le mécanisme de la réaction entre
I’antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de I’antioxydant [31,
32]. Quelques composés réagissent tres vite
avec le DPPH en réduisant un nombre de
molécules de DPPH égal a celui des
groupements hydroxyles de I’antioxydant [33],
ce qui explique la puissance élevée du BHT et
du tocophérol par rapport a notre extrait.
L’huile essentielle de Melissa officinalis
posséde une activité antiradicalaire qui est liée
a sa composition chimique, et il est difficile
d’attribuer cette activité a un seul composé
puisque un effet de synergie entre les différents
composés peut avoir lieu. Les travaux de
Ruberto et Baratta [34] relatifs a l'activité
antioxydante de 98 composants chimiques purs
des huiles essentielles ont montré que les
hydrocarbures terpéniques avaient un effet
antiradicalaire significatif et selon Legault et
Pichette [35] le p-caryophylléene est un
antioxydant.

CONCLUSION

L’utilisation de la technique de CG/SM
nous a permis d’identifier les composés
majoritaires de I’huile essentielle de Melissa
officinalis notamment les sesquiterpenes.
L’étude du pouvoir antioxydant par le test de
DPPH a confirmé les propriétés modestes que
possede I’huile essentielle de la mélisse a
réduire les radicaux libres.Les résultats obtenus
ne constituent qu’une premiére étape dans la
recherche de substances naturelles
biologiquement actives.
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Des études complémentaires seront nécessaires
afin d’en déterminer les mécanismes d’action
et les applications possible en industrie agro-
alimentaire et pharmaceutique.
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