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Résumé

L’objectif de notre travail consiste a évaluer les activités anti oxydante, anti-
inflammatoire et antispasmodique de 1’huile essentielle (HE) de Melissa officinalis.

L’étude des coupes histologiques au niveau de la feuille, tige et pétiole ont permis
d’identifier les sites de stockage de I'huile essenticlle qui sont les poils sécréteurs a téte
vesiculaire.

L’extraction de I’huile essentielle de cette plante a été effectuée par la méthode
d’entrainement a la vapeur d’eau a donné un rendement de 0.20%. Ensuite une étude des
caractéres physico- chimiques pour la détermination des indices de réfraction (1.448) , la
densité (0.891), I’indice d’acide (3.41) , I’indice de saponification (32.48), I’indice d’ester
(29.43), et la teneur en eau (7.23%).

La Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CGMS)
a révélé quatre constituants majoritaires sont: Trans (Beta) caryophyllene, I’oxyde de
caryophyllene, Caryophylla 3,8 (13) dien 5 Beta-ol, DI-N octyl phtalat.

L’activité anti oxydante testée par la méthode de DPPH a montré que I’Huile
essentielle de la mélisse a un faible pourcentage d’inhibition soit de 0.043 %.

I’activité anti-inflammatoire réalisée par la méthode de induction de 1’cedéme par la
carraghénnine, a permis de déduire que 1’Huile essentielle de Melissa officinalis présente
un effet anti-inflammatoire important a la dose de 0.1g/ml, cependant, la dose de 0.01g/ml
présente un effet anti-inflammatoire tres faible. L’étude de I’activité antispasmodique,
effectuée par la méthode de 1’acide acétique, a mis en exergue une importante
diminution des contractions chez les souris, pour les 2 doses (0.1g/ml et 0.01 g/ml).

Mots clé : Melissa officinalis, Huile essentielle, activité anti oxydante, activité anti

inflammatoire, activité anti spasmodique.



Abstract

The objective of our work is to evaluate the antioxidant activity, anti-inflammatory and

antispasmodic essential oil lemon balm (Melissa officinalis).

The study histological sections at the leaf, stem and petiole have identified the essential oil
storage sites that are in gallbladder glandular head.

The essential oil extraction of these plants was carried out by the method of steam
distillation of water gave a 0.20% vyield .and then a study of physico-chemical
characteristics for determining indices of refraction (1.448), specific gravity (0.891), the
acid value (3.41), saponification value (32.48), the ester (29.43), and the water content
(7.23%) .

Gaseous Phase chromatography coupled with mass spectrometry (CGMS) revealed
four major constituents are: Trans (Beta) caryophyllene, caryophyllene oxide, Caryophylla
3.8 (13) 5 Beta dien-ol, di-octyl N phtalat.

The antioxidant activity tested by the method of DPPH showed that the essential oil of
lemon balm has a low percentage of inhibition is 0.043%.

The anti-inflammatory activity produced by the induction of edema by the method
carraghénnine, allowed to deduce that Melissa officinalis essential oil has a significant
anti-inflammatory effect at the dose of 0.1g / ml, however the dose of 0.01g / ml has a very
low anti-inflammatory effect. The study of antispasmodic activity performed by the
method of acetic acid highlighted a significant decrease in contractions in mice for 2 doses
(0.1g/ml and 0.01g/ml).

Keywords: lemon balm, essential oil, antioxidant, anti-inflammatory, anti-spasmodic
effect.



gadlall
Oe paliinal 3 bkl cy 3l il saliad) 5 Gl 30083 saliaal) AaisV) apdi g Ulee (ga Caagll

.(Melissa officinalis) ¢l il 4i

(¥ a3l 0 35 Sl paa Coagy By sl 5 Bl 285501 (g IS A la lalial Ay lal) ) Al 53 ass
A A G el (5 glse e aa 5 A
ZUSH Aila 5 5l Jlladll Ciliey Ui 5 G, sl Sl il 38y phay 23l (e 5Lkl 3 2153050 &
(29.43)5 1Y) yhise (3,41 ) geall yhise (32.48)Cualll yhise,(1.448) HlaSV) Jalzs (0.891)
A el Al Je el LS (CGMS) ALY cauday 455 j8all 45 Jlal) 23l e gila s KU A& aladin) Ll
Goball sl

sl Gl e Rdmia 338 3 )Lkl Cu 3 o) DPPH J) 48 e aladtiuly 3008Y) salias dallad 4 jo & jekal

% 0.043 sl Jawi A g ely ) SV e xe 43 e 3 all

Aol Ll ua Ll Wl Jle £0.1 desa o Jed) canl SU A8l Cusal 1 Gl slad) Ll
4yl A 5y ) A adall Sliaall LaLasll ady La L) Cipa CililgilDU saliadl) LLiillé (e / $0.01 4e
(34/8£0.01 5 do/g 1 .0)Crieadinuall (pie pall dpailly Clailil) axe (8 jaS (alésl) 4o i Jall aes

=13l alcadd) Jalial) el aliaal) bl | 5auSOU aladl) Jalial) 3 jldall ey 301 clad 53 1 dssba) cilalSl)
, , 80 WO A A



Liste des tableaux

Tableau I: Composition chimique de Mélissa officinalis .........................co P14
Tableau II: Constituants actifs de I’Huile Essentiel de Mélissa officinalis L.................. P14
Tableau I11: Conditions opératoire de la CG/MS...........ooiiiiiiiii e, P30
Tableau IV: Rendement de I’Huile Essentielle .............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieas P43
Tableau V: Caractéres organoleptique de 1’Huile essentielle de Melissa officinalis.......... P44
Tableau VI: Résultats des analyses phySiQUES. ...........ovieiriiiiriiii e, P44
Tableau VII: Résultats des analyses Chimiques.............ooooiiiiiiiiii e, P 45
Tableau VIII: Les composés présents dans I’huile essentielle de la mélisse .................. P48
Tableau XI: Cinétique de réduction de I’inflammation dans les PPG des souris.............. P 54

Tableau X: Activité antispasmodique de I’huile essentielle du Melissa officinalis............ P 56



Listes des figures

Figure N°1: Aspect général de Melissa officinalis L................coooiiiiiiiiiiiiiis
Figure N°2: Feuille de Melissa officinaliS L.............oooiiiiiiii e
Figure N°3: Vue de Melissa officinalisS L...........cooiiiiiii e
Figure N°4: Fleur de Melissa officinalis L.............oooiiii e
Figure N°5: Séchage de Melissa officinaliS L.............ooooiiiiiiiiiiii e
Figure N°6: Les SOUNIS ULTTISEES. ......ouieii e e e
Figure N°7: Dispositif de I’entrainement a la vapeur d’eau..................cooooiiiiiiiiiiiiinnn,
Figure N°8: Gavage deS SOUNIS. .. ....uuit ittt et et et

Figure N°9: Injection de la carraghénine sous I’aponévrose plantaire de patte arriére gauche de
LB S OUIIS. .t

Figure N°L0 : Gavage deS SOUNIS. ... ..uitit ettt et e e e e e

Figure N°11: Injection de 1’acide ac&tiqUe. ..........oveerininiitiiiee e
Figure N° 12 : Coupe histologique de la tige de Melissa officinalis (GX 4)...............cccoevenine
Figure N° 13: Coupe histologique de la tige de Melissa officinalis (Gx 10)........................
Figure N° 14 : Coupe transversale au niveau de latige (GX 10).........ccoovriiiiiiiiiiiiiiiiiee,
Figure N°15: Coupe histologique de la tige de Melissa officinalis (GX 40)............c..cceuene..e.
Figure N°16: Coupe transversale au niveau de latige (GX 40). .........oovviiiiiiiiiiiiiennns
Figure N°17: Observation microscopique des poils au niveau de latige (Gx 10)..................
Figure N°18: Poils épidermiques de la mélisse (GX 10)........ccoiiriiiiiiiiii e,
Figure N° 19: Coupe transversale dans le pétiole de Melissa officinalis sous la loupe
DINOCUIAITE (GXA.5) ...ttt e e e e e e e
Figure N°20: Coupe transversale au niveau du petiole (GX 40)..........ccooveviiiiiiiiiiiiiiienns.
Figure N°21: Chromatogramme de la fraction volatile de Melissa officinalis L. extraite par
entrainement a la vapeur et analysée par CG-MS...... ...,
Figure N°21: Spectre de masse de Trans (Beta) caryophyllene..............ccooiiiiiiiiiinnnnn..
Figure N°22: Spectre de masse de I'oxyde de caryophyllene...................cooiiiiiiiiiinns.
Figure N°23: Spectre de masse de Caryophylla 3,8 (13) dien 5Beta-ol.....................ccevenee.
Figure N°24: Spectre de masse de DI-N octyl phthalat..................ccoooiii
Figure N°26: Résultats du test antioxydant par DPPH de I’Huile Essentielle........................
Figure N°27: Résultats du test antioxydant par DPPH de I’ Acide Ascorbique......................
Figure N°28: La valeur d’EC 50 de I’Huile Essentielle est I’acide ascorbique.......................
Figure N°29: Variation du poids des pattes postérieurs droites et gauches...........................

Figure N°30: Nombre de spasme de 1’Huile Essentielle de Melissa officinalis en comparaison
avec le médicament de FETEIENCE. ... ... ..eie e

Figure N°31: Pourcentage de protection de 1’Huile Essentielle de Melissa officinalis en
comparaison avec le médicament de réference. ...

P 09
P10
P11
P12
P17
P18
P25
P 34
P 34

P35

P 36
P 38
P38
P39
P39
P 40
P 40
P41

P42

P42
P 47

P 49
P 49
P 50
P 50
P52
P52
P 53
P 54

P 56

P57



AFNOR
CG-MS

EC50

Liste des abbreviation

Association Francgaise de Normalisation
Chromatographie Gazeuse-Spectrométrie de Masse

Efficient concentration 50

Huile Essentielle

Indice d’Acide

Indice d’Ester

Indice de Réfraction
Indice de Saponification

Patte Postérieure Droite
Patte Postérieure Gauche
Témoin negatif

Témoin positif



Table des Matiere

INTRODUCTION P1
I.1. Syntheése bibliographique

I.1. Généralités

L L APRYOthEIaPIE. ... P2
1.1.2.Pl1antes MAAICINGAIES. ... ...t e P2
1.1.3.Récolte des plantes MEdICiNales. ... ... P2
I.1.4.Séchage et conservation des plantes médicinales .................cooiiiiiiiiiiiiinn P3
I.1.5.Forme d’utilisation des plantes médicinales...............ccoveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, P3
1.1.6. Huiles essentielles et ’aromathérapie ............ccoviiiiiiiiiiiiii e, P3
116, L. ATOMALNEIADIE. . ...ttt P4
1.1.6.2.HUile @SSENtiElle .. ..o P4
1.1.6.3.Synthese et localisation de 1’huile essentielle ..o, P5
1.1.6.4.Répartition de I’huile essentielle ............ooeiiiiiiiiiii e P5
1.1.6.5.Propriétés physico-chimique de I’Huile essentielle...............c.coovviiiiiinininininn.. P6
1.1.6.6.R0le des huiles essentielles ....... ..o P6
1.2 Etude botanique de Melissa officinalis

I.2.1.Caractéristiques de la famille des [amiaces .............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiie P7
12,2, HISTOTIQUE .. ettt e e e P7
1.2.3.Répartition geographiqUe ...........oiiirii i, P7
1.2.4. Systématique de I’espéce Melissa officinalis L................cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiins P8
1.2, 5.00IgINE AU NOM . ..o e e e P8
1.2.6.DEN0OMINAtioNS VEINACUIAITES ........ouieit it aes P8
1.2.7. Description botanique delaplante ..o P9

I .2.8.Vertus de Melissa officinaliS L... ... ... oveoeevee oo eee e e e eee e e et eee e eeeeee et eeeveeeee e, P 1B
I1. Matériel et Méthode

1.1, Matériel DiologiqQUe ... P16
ILLL Matériel VEQETal. ... ... P16
[1.1.2 Matériels animal ... P17
[1.2.Matériel NoN bIolOGIUE ... ..uieie e P18
I1.3. Technique d’étude hiStologIqUE ........ouviriitii e P18
11.3.1.Coupes histologiques par MICrOtOME ...........oiiriitit it P19
11.3.2.Coupes histologique amain IeVEE ...........oiiiriii e P22
I1.4 Extraction par Entrainement @ la Vapeur ............cooiiiiiiiiiii P23
I1.5. Analyses physico-chimiques de 1’huile essentielle de Melissa officinalis .................. P 26
IL5.2.INAICES PRYSIQUES ..o ettt e P 26
11.5.2.IN0ICES CRIMIGUES. . ...ttt e P27
I1.6.Analyse de la composition chimique de I’Huiles Essentielles par CG- MS .................. P29
[1.7.Etude de I'effet antioxydant de 1’Huile essentielle de Melissa officinalis..................... P 30
[1.8. Etude des activités biologiques de 1’Huile essentielle de Melissa officinalis................. P33

11.8.1.Etude de I’ Activité anti inflammatoire de 1’Huile Essentielle de Melissa officinalis .... P 33

11.8.2.Etude de I’activité antispasmodique de 1’Huile Essentielle de Melissa officinalis ......... P35



I11. Résultats et Discussions

I11.1. Etude histologique de laplante ........ ..o
[11.2 Extraction et rendement en huile essentielle ...,
> Caracteres organoleptiQUES .........o.ouiniiriii it
I11.3 Indice physicochimique de 1’Huile Essentielle de Melissa officinalis .......................
HE3.1. INAICES PRYSIQUES .. .ovie it e e
H1.3.2. INdiCES ChIMIQUES ... e e e,
I11.4. Analyse de I’Huile essentielle de Melissa officinalis par la CGMS .........................

IS, ACtIVItE antioXYdant ... .. ..o e e
HLB.ACHVItE DIOIOQIQUE ...t e,

111.6.1 Activité anti inflammatoire de 1’Huile Essentielle de Melissa officinalis ...............
11.6.2. Activité antiSpasmOdiQUE ...........oirirint it e

Conclusion
Référence bibliographiqUe ....... ...
Annexe



Introduction



Introduction

La phytothérapie repose sur 1’utilisation de produits naturels que le corps est
capable de reconnaitre et de biodégrader. L’efficacité de certains médicaments tels que les
antibiotiques (prescrits généralement comme solution inévitable aux infections graves)
décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur
résistent de plus en plus. (Iserin, 2001).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour ’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs

subsistances. Une croyance bien répandue est que toute plante soigne (Salhi et al., 2010).

De par sa situation géographique particuliere, 1’Algérie bénéficie d’'une gamme tres
variée de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifiée (Makhloufi.,
2009).

Vu la richesse du monde végétal et afin de contribuer & une meilleure connaissance de
notre patrimoine naturel en plantes aromatiques et médicinales, notre choix s’est porté sur

une espece de la famille des lamiaceae Melissa officinalis L.

L’espéce Mélissa officinalis est commune dans toute 1’ Algérie ou elle pousse dans
les lieux incultes chauds, en marge des forets, ainsi qu’aux alentours des maisons (Delille,
2013).

La mélisse, est une plante médicinale du genre Melissa, posséde particulierement
plusieurs propriétés thérapeutiques tres intéressantes a des propriétés stomachique,
antispasmodique, cholérétique et calmante (migraine, nervosité) (Sijelmassi, 2008).

Toutes fois notre travail fait pour but de compléter les travaux qui été déja faite par
d’autre chercheures (Feknous et al., 2012, Abdellatif et al . ,2014) sur I’huile essentielle de

Melissa officinalis L.

Dans cette optique, dans ce présent travail, nous avons assignes, les objectifs suivants :

- Extraction et analyse physico-chimique de L’Huile Essentielle, analyse de la composition
chimique de I’Huile Essentielle par CG- MS.

-Etude de I’activité anti oxydante.

-Etude biologique des activités anti inflammatoire, et anti spasmodique de I’H E.

Page 1
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Généralités sur les plantes médicinales

I. Généralités sur les plantes médicinales

1.1.1. Phytothérapie

Etymologiquement, la phytothérapie est la thérapie par les plantes ; du grec «phyton » :
qui signifie (plante) et «thérapie » qui signifie: (soin) (Mathieu et Fonteneau, 2008) elle
utilise les plantes ou les formes immédiatement dérivées des plantes (Gazengel et al.
,2013).

I.1.2. Plantes médicinales

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs

capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schauenberg et Paris, 1977).

Cependant, de nombreuses plantes sont toxiques et ne doivent étre utilisées que sous
forme de principes actifs comme précurseurs pour 1’obtention de médicaments (Magnami,

1979).

1.1.3. Récolte des plantes médicinales

On récolte les plantes au moment ou la teneur en principe actif est a son point optimal.
On choisit un jour ensoleillé pour faciliter le séchage, car celui-ci doit se faire a une
température de 40 a 60°C.Les plantes a huiles essentielles sont cueillies tot le matin et
séchées a I’ombre sous une température ne dépassant pas 50°C (Schawenberg et Paris,
1977).

Selon Delille (2013), plusieurs régles doivent étre respectees :

- Racine, Rhizome : on récolte au printemps les racines des plantes vivaces, et en automne

celles des plantes annuelles et biannuelles.

-Feuille : on les cueille quand elles sont jeunes, mais totalement développées, au plus tard,

juste avant que les fleurs ne s’épanouissent.
- Fleurs : on les cueille juste avant leur complet épanouissement et avant la fécondation.

-Fruit : ils doivent étre cueillis bien murs, pou étre consommés immédiatement mais

toutefois les cueillir un peu avant leur maturité lorsque 1’on veut les faires sécher.




Généralités sur les plantes médicinales

- L’écorce : elle se fait lorsque acquiert une certaine épaisseur et se sépare facilement du
corps ; I’écorce des arbres se récolte en hiver, celle des arbrisseaux en automne, et celle des

résineux au printemps.

-Graine : elles doivent étre arrivées a maturité, lorsque la couleur indique leur maturité,
couper les sommités en conservant une partie de la tige et les placer la téte en bas dans un

sac en papier.

1.1.4. Séchage et conservation des plantes médicinales

La récolte et le séchage des plantes médicinales demandent beaucoup de soins, afin
qu’elles gardent leurs qualités thérapeutiques. Le séchage se fait a 1’abri de la poussicre et
de I’humidité, dans un endroit ombré et bien aéré, car les rayons solaires causent une
altération des matieres actives (Thurzova, 1981).

Une fois le séchage terminé les plantes sont coupées grossierement et disposees dans
des bocaux en verre ou dans des sacs en papier a 1’abri de ’air et de la lumiére. Les boites
en fer sont naturellement proscrites (Berton, 2007).

Une plante médicinale conserve en général durant une année toutes ses propriétés,
ensuite, celle-ci se dégradent (Carlier, 2005), Au-dela de cette période leur pouvoir

diminue sensiblement et les vertus thérapeutiques disparaissent (Berton, 2007).

1.1.5. Forme d’utilisation des plantes médicinales

On peut utiliser les plantes soit en les prenant par voie interne ou par voie externe
(Messésué, 1975). Cependant les plantes se présentent sous plusieurs formes ; en général

c’est la tisane qui est la plus efficace. (Goyet, 2013).
Les préparations les plus courantes sont :

» Teinture : ¢’est une extraction végétale qui permet, par une macération des plantes
dans I’alcool d’en tirer les principes actifs solubles dans 1’eau et dans 1’alcool
(Lacoste, 2012).

» Infusion : Consiste a verser les plantes dans 1’eau bouillante un temps plus au
moins long (Pierre et Lys, 2007).

» Deécoction : Les plantes sont versées dans 1’eau froide et portées a ébullition un

temps plus au moins long (Pierre et Lys, 2007).
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» Sirop : Se prépare avec du miel ou du sucre combinés avec une préparation de
plantes en infusion ou en décoction (Baba aissa, 2011).

» Cremes: Ce sont des émulsions préparées a 1’aide de substance grasses et de
préparation de plantes (Baba aissa, 2011).

» Poudre : Les plantes préparées sous forme de poudre obtenue par pulvérisation dans
un mortier ou dans un moulin (Delille, 2013).

» Lotion: Liquide obtenu par infusion ou décoction de la plante émolliente ou
vulnéraire que I’on utilise en les passant Iégérement sur la partie a soigner a 1’aide

d’un coton hydrophile ou d’un linge fin imbibé (Delille, 2007).

1.1.6 Huiles essentielles et 1’aromathérapie

1.1.6.1. Aromathérapie

L’aromathérapie est une thérapie qui correspond a I’utilisation des Huiles essentielles
pures extraites des plantes (Bérengére et al., 2008). Etymologiquement, ce mot vient du
latin « Aroma » qui signifie ardbme, et du grec « Thérapie » qui signifie traitement (Lardy
etal ., 2007).

Une plante aromatique se différencie des autres plantes médicinales par ces principes

odoriférants et parfumés appelés « 1’Huile essentielle » (Willem, 2005).

L’aromathérapie est certes une branche de la phytothérapie puisqu’il s’agit de se
soigner par les plantes, mais en aromathérapie on utilise seulement la partie volatile de la
plante (Festy, 2007).

1.1.6.2. Huile essentielle

Les Huiles Essentielles (HE) sont responsables de 1’odeur caractéristique de la plante,

issues du métabolisme secondaire (Bruneton, 1999).

Les HE sont également des produits de composition genéralement assez complexe
obtenue a partir de matiére premiere végétale soit par entrainement a la vapeur, distillation,

ou par un procédé mécanique appropriés (Kaloustian et al ., 2013).
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1.1.6.3.Synthese et localisation de 1’huile essentielle

Les Huiles Essentielles se forment dans le cytoplasme des cellules sécrétrices, ou elles
s’accumulent dans les vacuoles des cellules du mésophile, ou des cellules épidermiques, ou
dans les glandes oléiferes (Paris et Harbielle, 1981). L’excrétion de ces essences dans la
cavité des poches ou des canaux est réalisée par exocytose ou par lyse des cellules bordant
la cavité (Guignard, 2001).

La synthese et I’accumulation des HE sont généralement associées a la présence des
structures histologiques spécialisées souvent localisées sur ou a proximité de la surface de
la plante (Bruneton, 1993), qui sont des cellules glandulaires variables suivant la famille
botanique, par exemple: les cellules sécrétrices (Lauracées), les poches sécrétrices
(Myrtaceae), les canaux excréteurs (Asteraceae), et les poils sécréteurs (Géraniacée) (Sallé,
1991).

Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une

méme espece, voire dans un méme organe (Paris et Harbielle, 1981).

1.1.6.4. Répartition de 1’huile essentielle

Les huiles essenticlles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y
aurait, 17500 espéeces aromatiques (Bruneton, 1993).
Les HE peuvent étre stockés dans toutes les parties vivantes de la plante (Bruneton,
1993).
- Les fleurs (exemple : La rose).
- Les feuilles (exemple : Le basilic).
- Les fruits (exemple : Le citron).
- Les graines (exemple : La coriandre).
- L’écorce (exemple : La cannelle).
- Les rhizomes (exemple : Le gingembre).

- Les racines (exemple : Le Vétiver).

Dans une méme espéce, la composition de ’huile essentielle peut différer d’un organe a

un autre (Bruneton, 1999).
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1.1.6.5. Propriétés physico-chimiques de 1’Huile essentielle

La plupart des plantes renferment des essences, cependant elles sont plus
particulierement abondantes dans les végétaux aromatiques des familles suivantes :

Labiées, Myrtacées, Rutacées, Térébinthacées (Bardeau, 2009).

Les principales caractéristiques d’une H.E. sont :

- leur nature huileuse, ces produits sont trés peu solubles dans I'eau, mais solubles
dans les solvants organiques apolaire usuels, les huiles grasses, et dans les alcools a
titre éléve et 1’éther (Bruneton, 1999).

- La plupart des huiles sont plus Iégeres, leur densité est en général inférieure a celle
de I’eau (Bruneton, 1999).

1.1.6.6.R0le des huiles essentielles

Les huiles essentielles protégent la plante contre les parasites, les insectes ou les
herbivores. Elles peuvent aussi favoriser la fécondation en attirant certains insectes
(Milpied, 2009).

Croteau (1986) avait montré que les huiles volatiles auraient en réalité un role de
mobilisateur d’énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de la plante. Elles
réguleraient la transpiration diurne en absorbant les rayons ultraviolets par leurs

constituants insaturés. La présence et la teneur en huiles essentielles dans les plantes

seraient donc en rapport avec la photochimie.
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|.2 Etude botanique de la plante

1.2.1. Caractéristigues de la famille des lamiacées

La famille des lamiacées ou labiées regroupe les plantes a fleurs herbacées ou
arborescentes, a feuilles aux nervures généralement ramifiées et dont la graine contient une

plantule souvent a deux cotylédons.

Parmi les plantes tres parfumeées : Ocimum basilicum L. (Basilic), Lavandula officinalis

(Lavande), Thymus vulgaris (Thymus), Melissa officinalis (Mélisse) (Silvant, 2014).

|.2.2. Historigue

M. officinalis est une vieille plante mellifére, condimentaire et médicinale, importée par les
Romains et les anciens Grecs (Andreas, B., 1998).

La mélisse sert de remede médicinal depuis plus de 2000ans, Pline, dans son ouvrage
naturaliste historia a été le premier a mettre en évidence 1’action thérapeutique de la plante qui
était surtout employée comme remede cardiaque et gastrique (Grunwald et Janicke ,2006).
Avicenne (980-1037) la recommandait parce que, disait-il elle rendait le cceur joyeux par

suit il découvrit son action positive sur le tube digestif.

Ce sont les médecins arabes qui ont découvert les vertus médicinales de Melissa
officinalis L. vers le Xe siécle, ils vantaient son pouvoir cordial « qui réjouit le coeur » ainsi

que son reméde contre la mélancolie (Delaveau et al ., 1977).

Durant du  XIX® siécle et mis au point par les religieux du Carmel, « I’Eau de mélisse des
carmes et de la chartreuse » est toujours utilisée et est employée contre les vertiges et les
syncopes (Delille, 2007).

Une importante étude clinique effectuée en 1990 a montré 1’efficacité de 1’association

Mélissa —Passiflore dans le traitement de I’anxiété (Roux, 2005).

1.2.3. Répartition géographique

Initialement originaire de la région méditerranéenne orientale (Balkans et Asie mineur) et
de I’Asie occidentale ; la plante est rarement spontanée et se rencontre dans le midi de la
France, dans le sud de 1’Allemagne, en Europe occidentale et particulierement en Espagne ou

elle croit preférentiellement dans les buissons, les lieux frais et ombragés et les bois (Goetz et
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Ghedira, 2012). 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
(Halimi, 2004 ; Belouad, 2005).

1.2.4. Systématique de 1’espéce Melissa officinalis L.

En 2009, I’APG III (Angiosperme Phyllogeney Group) proposait une nouvelle classification :

» Embranchement Spermaphytes

» Sous embranchement Angiospermes

» Classe Dicotyledones Vraies
» Sous classe Asteridae

» Ordre Lamiales

» Famille Lamiaceae

» Genre Melissa

> Espéce Melissa officinalis

On distingue les sous-espéces  suivantes

Sous Espéce Melissa officinalis L. ssp. officinalis
Melissa officinalis L. ssp. altissima
Melissa officinalis L. ssp. Inodora

|.2.5 Etymologie

Le nom de la mélisse dérive de sa racine indo-européenne, mel, qui signifie miel. En effet,
la mélisse étant la plante préférée des abeilles (en grec, melissophyllon signifie feuilles pour
les abeilles) (Padrini, F. et Lucheroni, M.T., 2003)

Elle est également connue sous le nom de citronnelle puisque elle dégage une délicate

odeur de citron lorsqu’on froisse ses feuilles (Delaveau, 2001).

|.2.6. Dénominations vernaculaires

Cette plante présente plusieurs noms vernaculaires:

» Nom Arabe : Habaq t-trunj, Merzizou (Ait Youssef, 2006), Touroundjan (Baba Aissa,
2011), Rondjan (Delille, 2013).
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> Nom Berbére : Tifer n’zizoua, Ferzizou, Tizizouit, (Baba Aissa, 2011), merzizua (Ait

Youssef, 2006).
» Nom Anglais : Lemon blam, Bee blam (Teuscher et al. , 2005).
» Nom Frangais : Citronnelle (Baba Aissa, 2011), Citronade, Piment des abeilles, Thé de

France, poincirade (Teuscher et al ., 2005).

1.2.7. Description botanique de la plante

La meélisse ou « Herbe au citron » est une plante vivace de cinquante a soixante-dix
centimétres (Bardeau, 2009). Il s’agit d’une plante herbacée en touffue et robuste, a rhizome
court mais portant de nombreux bourgeons adventifs servant a perpétuer et multiplier la plante
(Teuscher et al ; 2005). ( Figure N°1).

Bourgon apical

Tige

Feuille

Figure N°1 : Aspect général de Melissa officinalis (Original, 2015).

1. Tiges

Elles sont dressées, ramifiées Iégérement duveteuses (Bardeau, 2009), elles sont d’une
hauteur de 50 a 70 cm (Gladstar, 2012) (Figure N°3).
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2. Feuilles

Elles sont a pétiole étroit et assez allongé, sont opposées, ovoides ou en forme de losange
et cordées a la base, de 2 a 6cm de long sur 4 cm de large.

Les feuilles sont plus ou moins recouvertes de poils sur leur face supérieure, duveteuses
sur leur face inférieure, les poils étant surtout localisés au niveau des nervures ; le bord du
limbe est régulierement denté ou crénelé, la dent terminale étant plus grande que les autres ;
sa surface est gaufrée et verte foncée ; a I’aisselle, des feuilles portées par une tige florifére

principale, se développent des rameaux qui possedent des feuilles plus petites de taille
(Teuscher et al ., 2005) (Figure N°2,3).

Nervure

secondaire
Nervure

Principale

Face supérieure Face inférieure

Figure N°2 : Feuille de Melissa officinalis L. (Originale, 2015).
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Feuille

Pétiole

Tige

Figure N°3 : Vue de Melissa officinalis (Original, 2015).

3. Fleurs

Elles sont regroupées en 3 a 5 faux verticilles assez compacts, mais espacées les unes des
autres, placées sur des rameaux beaucoup plus courts que les feuilles ; le calice est en forme
de clochette tubuleuse, tres velue de 7 ou 8 mm de long. Il est bilabié, la levre supérieure est
tridentée (présente 3 dents courtes) et porte des nervures réticulaires (en forme de réseau), la

levre inférieure est formée de 2 dents qui remontent en aréte (bifide).

La corolle est tuberculeuse, de 8 a 15 mm de long. Au stade bouton, elle est de couleur
jaunatre mais apres épanouissement elle prend une couleur blanchétre. Elle présente un tube
Iégerement recourbé et un limbe a deux levres inégales. La lévre supérieure est dressée et
bifide alors que la lévre inférieure est a 3 lobes obtus. Le lobe médian étant plus long.

Les étamines sont au nombre de 4 fusionnant ensemble vers le haut. L ovaire est supére

et comprend 2 loges qui renferment chacune 2 ovules (Teuscher et al ., 2005). (Figure N°4).

11
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Fleurs

Figure N°4 : Fleur de Melissa officinalis L. (Anonyme, 2015).

4. Fruit

C’est un tétrakene d’environ 2 mm de long. Formé de 4 parties lors du développement de
fausses cloisons ; il est lisse, de couleur chataigne et renferme 4 graines. La floraison se
produit généralement au bout de la deuxiéme année et s’étale entre le mois de juin et le mois

de septembre (Teuscher et al ., 2005).

1.2.7.1. Habitat

Melissa officinalis est originaire de la région méditerranéenne orientale. Elle pousse a 1’état
sauvage dans les pays chauds, on la retrouve a 1’état spontané en touffes dans les terrains
vagues aux abords des habitations, dans les haies aux pieds des murs et aux bords des chemins
jusqu’ a 1000 metre d’altitude (Boullard, 2001 ; Hayon, 2007).

C’est une plante commune dans toute 1’Algérie, ou elle pousse dans des lieux incultes
chauds, ombragés, sur les terrains riches en humus en marge des foréts ainsi qu’aux alentours

des maisons. Elle est aussi largement cultivée (Delille, 2007).

La mélisse pousse sur tous types de sols sauf les plus humides. En sol Iéger et fertile elle
peut méme &tre envahissante, 1’idéal pour cette plante est un sol drainé chaud mais pas trop
sec, sablonneux ou argileux-sablonneux riche en humus; et lui faut un emplacement
ensoleillé, elle peut pousser dans des endroits ombragés mais sa teneur en H.E. sera amoindrie
(Teuscher et al ., 2005).
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1.2.7.2. Culture

La mélisse est cultivée dans presque toute I’Europe centrale mais aussi en Amérique du
nord et en Afrique du nord, elle doit étre cultivée sur un sol profond et bien exposeé au soleil
(Hayon, 2007). La multiplication se fait par semis printaniers ou par division du rhizome
(Thurzova et al ; 1981). Cette plante se resseme souvent seule (Nedelec, P.Y., 1993) elle est

sensible a la gelée et doit, de ce fait, &tre recouverte durant I’hiver (Thurzova et al ; 1981).

1.2.7.3. Récolte et conservation

La récolte des feuilles aura lieu avant la floraison en raison de 1I’odeur développée par les

fleurs et par temps sec, car les feuilles noircissent a I’humidité (Hayon, 2007).

On reécolte les feuilles au fur et a mesure selon les besoins ; du mois d’avril au mois de

novembre et/ou le mois de mars du mois de décembre.

Quant aux fleurs, elles sont recuecillies en été si 1’objectif est le séchage ; il convient de
prélever les tiges quand elles ne sont pas humides, sinon elles risquent de noircir ; il faut les
cueillir au milieu de la journée, au mois d’aoft et les suspendre pendant 1 mois dans un local
sombre, sec aéré; effeuiller les tiges et stocker les feuilles séchées dans un récipient

hermétique a 1’abri de la lumiere (Laurent, 2007).

1.2.7.4. Composition physicochimique et Principes actifs de Melissa officinalis

Melissa officinalis elles composer principalement par: Tanin, principe amer, flavonoide,

une essence : le Citral qui lui vaut son nom de citronelle (Halimi, 2004; Baba Aissa, 2012).

Ses constituants chimiques sont consignes dans les tableaux ci-apres :
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Tableau I: composition chimique de Mélissa officinalis

Constituants Teneure
Eau 8a10%
Matiére minérales 10212 %
Composés polyphénoliques 4%

Acide phénols 7%
Flavonoides 0.2a0.7%
Acide triterpéniqus

Huile essentielle 0.05a03 %

(Teuscher et al ; 2005 ., Ait Youssef, 2006).

> Constituants de I’huile essentielle

Les Huiles Essentielles sont des mélanges complexes de constituants qui appartient a
deux groupes caractérisés par des origines déférents d’une part nous retrouvons le
groupe des terpénoide et d’autre part le groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane beaucoup moins fréquent (Bruneton, 1999) chez la mélisse en trouve les

constituant représenté dans le tableau 1.

Tableau II: Constituants actifs de I’Huile Essentiel de Mélissa officinalis L.

Familles des constituants chimiques | Constituants chimiques

Composés polyphénoliques Tanin cathéchique

Acide phénols Acide rosmarinique, les acides caféiques et

chlorogénique, acide succinique

Flavonoide Quercitroside, rhmnocitrine, 7-glicoside de

I’apigénol et du lutéolol.

Acide triterpéniqus les acides ursolique et, oléanolique

Terpenes citral (mélange de géranial= citral et de

néral = citral b.) et de citronellal.

Constituant mineurs B-caryophylléne acétate de géranyle, a-

nérol méthyl citronellal et géraniol.

Vitamines Vitamine C, E et di béta caroténe

(Teuscher et al ; 2005 ; Ait Youssef, 2006 ; Anna-Sophie 2008).
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| .2.8. Vertus de Melissa officinalis L.

La Melisse vendue chez les marchands de menthe, a des propriétés stomachique,
antispasmodique, cholérétique et calmante (migraine, nervosité) (Sijelmassi, 2008). Elle est
trés efficace contre toute affection d’origine nerveuse, c’est un sédatif doux, un calmant
hypotensif, un anti-inflammatoire et cholérétique. Elle est donc tout indiqué pour soulager les
insomnies, les crises de nerf, ou encore pour régulariser la sécrétion de la vésicule biliaire de
I’estomac (Martinetti, 2013).

Selon Bruneton (1993) Melissa officinalis est traditionnellement utilisée dans le traitement
symptomatique de troubles digestives tels que le ballonnement épigastrique, lenteur a la
digestion, éructations et flatulence ainsi comme traitement adjuvant de la composante
douloureuse des troubles fonctionnels digestifs et dans le traitement symptomatique des états

neurotoniques des adultes et des enfants, notamment en cas de trouble mineurs du sommeil.
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Matériel et méthode

L’objectif de ce travail consiste en I'extraction et la détermination de quelques effets

thérapeutiques de 1’huile essentielle de la mélisse.

Notre étude s’est étalée sur une période allant du mois de mai a adut 2015 et les analyses

ont été effectuées dans les structures suivantes:

- Les coupes histologiques au laboratoire de Biologie végétale et de P.F.E. de
I’université de Blida -1-

- L’extraction de [I’huile essentielle au laboratoire de phytopharmacie, au
Département de Biotechnologie (Agronomie) de I’université de Blida -1-.

- Les effets thérapeutiques et les indices physicochimiques de 1’Huile Essentielle de
la mélisse au laboratoire de toxicologie et physicochimie a Saidal-Médéa.

- La CGMS au laboratoire de Recherche de la Police Scientifique d’Alger chateau

neuf.

11.1 Matériel

11.1.1 Matériel végétal

- La plante étudiée Melissa officinalis L. (Mélisse), a été récolté dans la région de
hammam Melouane a Blida. La récolte a été effectuée sur les parties aériennes (tige et

feuille) au mois de mai 2014, avant la floraison.

- Pour la réalisation des coupes histologiques, nous avons utilisé des échantillons a 1’état

frais.

- Pour les indices physicochimiques de I’'HE, la CGMS et les activités biologiques, le
séchage de la plante a été effectué naturellement a I’abri de la lumiére et de I’humidité sur

du papier pendent 15 jours afin d’extraire I’huile essentielle (Figure n°5).
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Figure N°5: Séchage de Melissa officinalis L. (Original, 2014).

11.1.2. Matériel animal

Pour la réalisation des tests de 1’activité anti inflammatoire et anti spasmodique, nous
avons utilisé les souris Albinos (Figure n°6) fournies par le laboratoire de

pharmacotoxicologie, unité animalerie du complexe antibiotical- Saidal de MEDEA.
Les caractéristiques des souris sont :

» Poids : 20 £ 2g.
» Sexe : male.
» Nbr de souris : 40
» Alimentation : granulés d’origine ONAB
» Boisson : I’eau de maniere ad-libitum.
»  Condition d’hébergement :
Température : 40° C.
Humidité : 50%.
Eclairage : 10 h.
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Figure N°6 : Les souris utilisees.

11.2.Matériel non biologique

L’ensemble de matériel de laboratoire (appareillages, verreries, réactifs) utilisé au cours

de notre travaille expérimentale sont regroupés en annexe |.

11.3. Techniques d’étude histologique

11.3.1.Coupes histologigues par microtome

Une série de coupes transversales effectuées a 1’aide d’un microtome (Gabe, 1963).La

technique nécessite 3 étapes fondamentales :

1. Fixation des organes

Pour la fixation de nos organes (feuilles, tiges et pétioles), nous avons utilisé le
mélange formol alcool, acide acétique (FAA) composé de :

» 8 volumes d’éthanol 70°.

» 1 volume de formol.

» 1 volume d’acide acétique glacial.

Un passage sous vide dans le dessiccateur pendant une heure est nécessaire, pour
permettre une meilleure pénétration du fixateur dans les tissus tout en éliminant I’eau des

cellules pour éviter ainsi une désorganisation des structures.

Le temps de fixation est de 24 heures a 48 heures selon la taille et la consistance des

organes fixés.

Apres fixation, les organes sont trempés dans 1’éthanol 70° qui assure une bonne

conservation des organes pendant plusieurs mois.
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2. Inclusion des organes dans la paraffine

Cette étape nécessite de faire une déshydratation progressive des pieces a 1’éthanol dans
un premier temps, puis une imprégnation par le toluéne, avant I’inclusion des organes dans

la paraffine fondue.

2.1. Déshydratation

C’est le traitement par 1’éthanol de concentration progressivement croissante qui
représente le mode de déshydratation traditionnelle, utilisée pour amorcer 1’extraction de

I’eau ou autres produits.

Cette étape consiste a éliminer toute 1’eau ou le fixateur qui se trouve dans les tissus

destinés a étre inclus dans la paraffine.

La déshydratation consiste a mettre les organes dans des bains d’éthanol a raison d’une

heure comme suit :

» Ethanol 95° pendant 1 heure.

» Ethanol 95° pendant 1 heure.

» Ethanol 100° pendant 1 heure.

» Ethanol 100° pendant 1 heure.

» Ethanol 100° pendant 1 heure ou 1 nuit.

Pour les organes a consistance dure, le passage dans des bains de butanol est nécessaire

apres passage dans de 1’alcool 70° et 90° comme suit :
» Ethanol 70° pendant 1 heure.

» Ethanol 95° pendant 1 heure.

» Ethanol 95° pendant 30 minutes.

» Butanol pendant 24 heures.

» Butanol pendant 24 heures.

Apres les 3 bains de butanol, le passage a 1’éthanol absolu est nécessaire :
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» Ethanol 100° pendant 1 heure.
» Ethanol 100° pendant 1 heure.
» Ethanol 100° pendant 1 heure.

2.2. Imprégnation

Cette ¢tape permet d’éliminer toute trace d’éthanol, et cela pour une meilleure

pénétration de la paraffine dans les tissus.

L’imprégnation par le toluéne (hydrocarbure benzénique) est recommandée pour la

rapidité de sa pénétration ; celle-ci se traduit par un éclaircissement des piéces.
L’ imprégnation se déroule en plongeant les fragments d’organes dans :

» Toluene + alcool (1V/1V) pendant 30 minutes.

» Toluéne pur pendant 1 heure.

» Toluéne pur pendant 1 heure.

» Toluéne pur pendant 1 heure.

» Toluene + paraffine fondue (1V/1V), pendant 30 minutes a 58 — 60 + 3°C.
» Paraffine pendant 1 heure a 58 — 60 £ 3°C.

» Paraffine pendant 1 heure a 58 — 60 £ 3°C.

» Paraffine pendant 1 nuit ou plus a 58 — 60 + 3°C.

2.3. Inclusion a la paraffine

L’inclusion se fait a la paraffine pure qui est coulée a chaud 65 + 4°C (température de

fusion de la paraffine) dans un modéle de moule :

Le modele cassette

Ce systeme consiste a remplir les moules métalliques de paraffine neuve fondue, dans
laquelle on dépose délicatement 1’échantillon puis on place les cassettes (en plastique)
identifiées sur les moules de maniere a ce que cette paraffine pénétre dans les perforations

des cassettes, le durcissement se fait sur une plaque refrigérante pendant 10 minutes.
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Nous obtenons a la fin des blocs et des cassettes ou les fragments sont parfaitement

inclus, le passage a I’étape suivante nécessite une heure d’attente au minimum.

3. Confection des coupes et coloration

Les organes inclus dans la paraffine sont débités en coupes sériées a 1’aide d’un

microtome manuel (type leica) a une épaisseur de 7um (Annexe 1).

Les rubans de coupes réalisées sont placés sur des lames propres mises préalablement
dans de 1’éthanol 95° puis séchées a ’aide d’un papier hygiénique, numérotées avec un
diamant puis étalées par une eau gélatineuse preparée par 0,1 g de gélatine en poudre dans
100 ml d’eau distillée.

Les lames sont mises ensuite sur une plaque chauffante réglée a 40 = 2°C afin d’étaler les

coupes en évitant leur plissement.

3.1. Déparaffinage

Le déparaffinage est une étape qui précéde la coloration. Il consiste a éliminer la
paraffine des tissus pour faciliter la pénétration des colorants.

Cette étape est assurée par trois bains de toluéne :
> Un bain de toluene pur pendant 15 minutes sur plaque chauffante.
> Un bain de toluene pur pendant 10 minutes sur plaque chauffante.
> Un bain de toluene pur pendant 10 minutes sur plaque chauffante.

3.2. Réhydratation

La réhydratation a pour but de préparer les coupes a 1’action du colorant miscible a I’eau,

elle consiste a faire passer les coupes dans :
» Trois bains d’alcool absolu pendant 10 minutes chacun.
» Un bain d’alcool pur/formol (4v/1v) pendant 5 minutes.

Les coupes sont ensuite rincées a 1’eau courante.
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3.3. Coloration

Nous avons utilisé la double coloration au « Carmino-vert », cette méthode permet de
différencier les tissus. Les tissus lignifiés ou subérifiés apparaissent en vert et les tissus a

parois cellulosiques en rouge.
La technique se fait selon les étapes suivantes:

» Placer les coupes 10 a 20 minutes dans 1’hypochlorite de sodium (eau de javel 12°)

pour la destruction des structures cytoplasmiques.
» Laver abondamment a I’eau.

» Laver dans I’acide acétique dilué a 1% pendant 15 minutes (mordangage qui a pour

but d’augmenter 1’affinité des colorants).
» Laver a I’eau courante pendant 5 a 10 minutes.
> Colorer 5 minutes dans le carmin alune.
» Laver a I’eau courante pendant 5 a 10 minutes.
» Colorer 30 secondes au vert de méthyle.

» Apres lavage a ’eau courante, les coupes sont montées entre lame et lamelle puis

observées au microscope photonique.

11.3.2. Coupes histologiques a main levée

Plusieurs coupes transversales fines ont ét¢ réalisées a I’aide d’une lame de rasoir & main
levée. Les échantillons étudiés proviennent de pétiole, de la feuille et de la tige de la

plante.

Mode opératoire:

Nous avons adopté la technique Universelle standard de double coloration (rouge Congo
vert de méthyle) qui permet la coloration des tissus vivants en rouge et les tissus morts en

vert.

Les coupes récupérées sont trempeées successivement dans :

Page 22



Matériel et méthode

1- L’eau de javel 10 a 15 min pour éliminer le contenue cellulaire.
2- Ringage a I’eau pendant 10 a 20 min.

3- L’acide acétique a 1% pendant 1 min pour éliminer totalement I’eau de javel et

assurer la fixation du colorant sur la paroi.
4- L’eau pendant 10 a 20min pour le ringage.

5- Le vert de méthyle pendant 5 a 10 min pour la coloration des parois lignifiées et /ou
suberifiés.

6- Ringage a I’eau pendant 10 a 20 min.

7- Le rouge Congo pendant 10a 20 min pour la coloration des parois

pectocellulosiques.

8- L’eau pour le dernier ringage des coupes.

Les meilleures coupes sont sélectionnées et mises entre lame et lamelle pour

I’observation au microscope photonique.

11.4 Extraction par Entrainement a la vapeur d’eau

L’extraction a été faite par la méthode de I’entrainement a la vapeur d’eau.
Mode opératoire :

- Mettre environ 100 g de matiére végétale coupée en petits morceaux dans un
pergoir.

- Remplir environ un litre d’eau distillée dans une cocote.

- Déposer le percoir au-dessus de 1’eau puis fermer la cocote (sans contact direct
avec la matiere végétale).

- Chauffer a I’aide d’une plaque chauffante a 300°C pendant 30 min, aprés ébullition
de I’eau on diminue la température jusqu’a 200°C.

- La vapeur d’eau entraine les constituants volatils dans le tube principal, pour
ensuite se condenser dans un serpentin du réfrigérant rempli d’eau.

- Ouvrir le robinet de la burette graduée pour récupérer I’hydrolat goutte a goutte
dans un Erlenmeyer, I’HE reste dans la burette jusqu’a obtention de la quantité

maximale de I’HE (apres 1heures et 30 minutes) (Figure N°7).

Vu le rendement faible en HE de la mélisse, ce cycle a été répété plusieurs fois.
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La conservation des huiles essentielles se fait a une température de 4°C, a ’abri de la

lumiére, dans des flacons en verre.

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I'huile extraite et le poids de la
plante a traiter (AFNOR, 2000).

Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:
PH
R=——F—— x100
R : rendement de I'HE en %.

Py : poids de I'HE en g.

P : poids de la plante traitée en g.

> Contrdle organoleptique de I'HE

Les propriétées organoleptiques regroupant tout ce qui est perceptible par les sens, ont
été effectués par un personnel qualifié du laboratoire.

Les différentes caractéristiques organoleptiques dont 1’aspect, la couleur et I’odeur de 1'HE

ont été notées.
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Matiere végétal coupé en petit
morceau

v &

Réfrigérant

Figure N °7 : Dispositif de 1’entrainement a la vapeur d’eau.
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11.5. Analyses physico-chimiques de ’huile essentielle de Melissa officinalis

11.5.1 Indices physiques

IV.5.1.1 Indice de réfraction

L’huile essentielle polarise la lumiere 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.
Mode opératoire :

Le produit est placé a I’aide d’une pipette dans la cellule de mesure jusqu'au trait
signalé.
Refermer le couvercle, au bout de 15 secondes (temps nécessaire pour que 1’appareil soit

stabilisé & 20°C), puis lire le résultat. (Pharmacopée européenne, 2001).

11.5.1.2 .Densité relative

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 (AFNOR, 2000).

Mode opératoire :

> Laver et secher un bécher, puis le peser a I’aide d’une balance de précision a
0,0001 g prés, 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 secher le méme bécher, puis le remplir avec un volume d’huile
essentielle (1ml), et déterminer la masse de son contenu en produit (AFNOR,
2000).

La densité est déterminée par la formule suivante :

D= mz—molml‘ 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.

Page 26



Matériel et méthode

11.5.2. Indices chimiques

11.5.2.1. Indice d’acide (I1p)

Principe :

L’indice (IA) est le nombre qui exprime en milligramme la quantit¢é d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans un gramme de
substance.

Mode opératoire :
Dissoudre une prise d’essai de 1’Huile Essentielle dans 50 ml de mélanges égaux d’alcool

et d’éther. Le solvant doit étre neutralisé au préalable par ’hydroxyde de potassium 0.1 M,
en présence de 0.5 ml d’une solution de phénolphtaléine. Aprés dissolution titrez par
I’hydroxyde de potassium 0.1M. Le titrage est terminé par 1’obtention d’une couleur rose

qui persiste pendant au moins 15 secondes (Pharmacopée Européenne, 2008).

Io=5,61xV /m

V: Volume de KOH 0.1M consommeé.

m : Masse de la substance a examiner.

11.5.2.2. Indice de saponification
Selon la norme (ISO 3637 : 1999) (Pharmacopée Francaise, 2012), c’est 1’ebullition a

reflux d’un echantillon avec une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium par une

solution titrée d’acide chlorhydrique (HCI).

Mode opératoire :

On pese 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 1 ml de la
solution de phénolphtaléine et on titre avec I’'HCI (0,5M) jusqu’a disparition de la couleur
rose de I’indicateur.

On prépare un essai a blanc (essai temoin) dans les méme conditions opératoires.

L’indice de saponification est donné par la formule suivante :

(Vo—V1) x 56.1
Is =
M
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AVec :

Vo : volume (ml) de HCI utilisé pour essai a blanc

V1 : volume (ml) de HCI utilisé pour la mesure de I’Is de I’echantillon
C : concentration (mole/l) du HCI

M : masse (g) de I’echantillon a analyser.

11.5.2.3. Indice d’ester

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 I’indice de saponification (Is) et de I’indice d’acide () (Pharmacopée

européenne, 2001).
IE= I -1

11.5.2.4. Teneur en Eau

Principe:

Pour doser de petites quantités d’eau, Karl Ficher (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. On représente généralement le mécanisme réactionnel par les équations
suivantes (Mendhan, 2006).

Mode opératoire :
Mettre 1’appareil en marche (Voire annexe I); 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 <<onz» de dosage s’allume).

Introduire 100mg d’huile essentielle a 1’intérieur du godet de dosage ; appuyer sur le

bouton <<on=> du dosimat et le dosage de 1’eau se fera automatiquement ; attendre la fin du
dosage automatique, qui sera donné par 1’allumage du voyant <<onz> en rouge. Noter le

volume final du dosage indiqué dans le quadrant.
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> Expression des résultats

La teneur en eau, est exprimée en pourcentage et calculée a I’aide de la formule suivante :

VEfX F x 100
P

Teneur en eau% =

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).

11.6. Analyse de la composition chimique de 1’Huiles Essentielles par CG-
MS:

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 a plusieurs tests, a savoir:
- lonisation des molécules qui se volatilisent sous I'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 (De maak, et Sablier, 1997 ; Rouessac, 2000).
Conditions opératoires :

Le protocole utilisé dans cette étape est celui adopté au laboratoire central de la police
scientifique et technique d'Alger.

Les conditions opératoires sont consignées dans le tableau I11.
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Tableau Il : Les conditions opératoire de la CGMS

Méthode GC: Méthode MS:
Volume injecte: 1ul Mode d'ionisation: Impact électronique
Température injecteur: 250 °C Energie: 70 ev

Colonne: Elite série 5-MS, 30 m, 0.25 mm | Température: source: 250 °C

ID, 0.25 um épaisseur de phase stationnaire | Température ligne de transfert: 250 °C
Température initiale: 70 °C pendant 4 min | Analyseur: Quadripdle

Rampe: 4deg/min jusqu'a 220 °C pendant | Mode: Balayage entre 20 - 550 daltons.
15 min Délai de solvant: 5.9 min.

Temps d'analyse 56.5 min

Logiciel utilisé : Le Scan.
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I1.7. Etude de l'activité antioxydante de 1’Huile essentielle de Melissa

officinalis

Le pouvoir antioxydant de I'HE la mélisse a été testé in vitro par la méthode de DPPH.
L'antioxydant utilisé dans notre étude comme témoin positif est I'acide ascorbique.

La méthode décrite par Sanchez-Moreno et al. ,(1998).
Mode opératoire :
» Préparation de la solution alcoolique de DPPH

Le DPPH est solubilisé dans du méthanol absolu c'est a dire dans le méme type de solvant

que celui utilisé pour préparer 1’échantillon et ses dilutions.

On prépare 100 ml d’une solution 60 uM de DPPH ce qui correspond approximativement a

2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol.
» Préparation de la solution

Pour ’'HE et méme les témoins, on prépare des solutions dans le méthanol absolu a
raison de 1000 mg/l. Ces solutions dites solutions méres, subiront ensuite des dilutions

pour obtenir différentes concentrations.
» L'essai au DPPH

Dans chaque tube sec et stérile, on introduit 2 ml de la solution de DPPH a laquelle on
ajoute 50 pl d'une concentration de I'échantillon a tester. Aprés agitation, les tubes sont

placés a I'obscurité et a température ambiante (25°C) pendant 30 min d'incubation.
Pour chaque concentration, le test est réalisé en 3 répétitions successives.

Pour chaque série on prépare un blanc constitué de 2 ml de la solution de DPPH additionné

de 50 pl de méthanol.

Quel que soit le témoin positif utilise, sa préparation et son experimentation sont

identiques a celles des autres échantillons (huile essentielle).

La lecture est effectuée par la mesure de I'absorbance a la longueur d'onde de 517 nm par
un spectrophotometre (Annexe I1).
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> Expression des résultats

L’activité antioxydante est donnée par le pourcentage de 1'inhibition des radicaux libres de

DPPH (A%) et a été calculée par :

A% = [(Ao - A Ao] 100 = [1- A,/ Ag] 100

Avec:
Ao: L'absorbance du blanc ou témoin.
A:: L'absorbance de I'échantillon.

On peut déterminer la concentration inhibitrice de 50% des radicaux appelée 1C50 ou
EC50. Cette grandeur est déterminée en tragant pour un échantillon donné la courbe A% en

fonction de la concentration puis on détermine la concentration qui correspond & A% = 50.
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11.8. Etude des activités biologiques de I’Huile essentielle de Melissa

officinalis

11.8.1. Etude de Dactivité anti inflammatoire :(Berkan et al. 1991)

L’injection de la carraghénine sous I’aponévrose plantaire de la patte de la souris
provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-
inflammatoire. Cette étude permet de comparer la réaction de I’cedéme plantaire apres
administration de doses égales du produit anti-inflammatoire a tester et des produits de

référence correspondants.

Le test consiste a évaluer I’effet anti-inflammatoire de 1’huile essentielle de Melissa
Officinalis a (0,1g/ml et 0.01g/ml) sur I’cedéme des pattes postéricures provoquées par

I’injection d’une solution de carraghénine a (1%) chez les souris.

L’injection de la carraghénine sous I’aponévrose plantaire de la patte de la souris
provoque une réaction anti-inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-

inflammatoire.

La préparation de la solution de carragénine (1%) a été faite par une dilution de 20mg

de la carraghénine dans 2ml d’eau physiologique.

Les animaux testés sont répartis en 4 lots de 5 souris dont le poids est supérieur a 18¢g
(de 18g a 24qg).

- Au temps Ty :

Les 4 solutions (eau physiologique, HE de 0,1g/ml, HE de 0,01g/ml et Clofénal®

0,1g/ml) ; sont administrées par voie intra-péritonéale (Figure N°8) :

* |ot témoin : chague souris regoit 0,5ml d’eau physiologique.

* lot essai 1 : chaque souris recoit 0,5ml de I’huile essentielle 0,1g/ml de la Mélisse.
* |ot essai 2 : chaque souris recoit 0,5ml de I’huile essentielle 0,01g/ml de la Mélisse.

* |ot essai 3 : chaque souris regoit 0,5ml du produit de référence a la méme dose active
(Clofénal®).
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Figure N°8 : Gavage des souris

- Au temps To+30min :

La solution de carraghénine a 1% est injectée sous I’aponévrose plantaire des pattes

postérieures arriere gauches sous un volume de 0,025 ml a tous les animaux mis en

expérience (Figure N°9).

Figure N°9 : Injection de la carraghénine sous 1’aponévrose plantaire de la patte arriére

gauche de la souris

- Au temps To +4h :

Aprés avoir sacrifié les animaux par la rupture de la nugue, nous avons coupé les pattes

postérieures a hauteur de [’articulation et nous les avons pesées avec une balance

analytique.
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> Expression des résultats

-Calculer les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et la patte droite pour
chaque lot.

-Calculer le pourcentage d’augmentation des poids de la patte gauche (% d’cedéme) par la

formule suivante :

\ moy des poids des pattes gauche- moy des poids des pattes droits X 100
% d’cedeme= y p p g y p p

moy des pattes droits

-Calculer le pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les souris traitées par rapport aux

témoins.

% d'oedémede témoin—%d’ oedémed’essaix100

%de la réduction d’cedéme= i oe e fe B
0

> Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne du diametre des PPG + écart-type. La
signification statistique a été déterminée au moyen du test d'analyse de variance a sens
unique (ANOVA) suivie par le test post-hoc de Fisher pour comparaison par paires.
P<0.01 a été considérée comme différence hautement significative. L’étude

statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel XLStat (Addinsoft, Paris, France) (Annexe

).
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11.8.2. Etude de I’activité antispasmodique

Test de Writhing :( Rouibi et al., 2012)

Une réaction douloureuse est provoquée chez les souris par injection intra péritonéale
d’acide acétique (CH3COOH) a raison de 0,1/10g le poids corporel (Pc).

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

un produit antispasmodique (huile essentielle).
Mode opératoire :
Nous avons répartie les 20souries en 4 lots comme suit :

» Le premier lot recoit de 1’eau physiologique.

> Le 2éme lot regoit le produit a tester " I’huile essentielle de la Mélisse a 0.1g/ml "
administrée aux souris par voie intra péritonéale.

» Le 3¢éme lot regoit le produit a tester " I’huile essentielle de la Mélisse a 0,01g/ml "
administrée aux souris par voie intra péritonéale.

> le 4éme c’est le lot controle positif, recoit de Spasfon ®(Phloroglucinol).

- A Tp: injection par voie intra péritonéale de 0,5ml de I’huile essentielle de la Mélisse

(Figure N°10).

Figure N°10 : Gavage des souris

- Apres 30 min : toutes les souris regoivent 0,2ml de la solution d’acide acétique a 1% par

voie intra péritonéale (Figure N°11).
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Figure N°11 : Injection de I’acide acétique

- Aprés 5 min : le comptage du nombre de spasmes est observé directement sur les

souris pendant 10min.
- le Phloroglucinol a été utilisé comme contréle positif.

» Expression des résultats:

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

selon la formule suivante :

0% de protection
moy des spasmes de lot témoin — moy des spasmes de lot d'essai

moy des spasmes de lot témoin
* 100

> 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 unique (ANOVA) suivie par le test post-hoc
de Fisher pour comparaison par paires. P<0.001 a été considérée comme différence
trés hautement significative. L’étude statistique a été réalisée a 1’aide du
logiciel XLStat (Addinsoft, Paris, France) (Annexe II).
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I11.1 Résultats de I’étude histologique de la plante

Afin de localiser les structures sécrétrices, nous avons effectués des coupes
histologiques & main levée et avec la méthode des coupes par microtome, dans la tige, la
feuille ainsi que le pétiole.

I11.1.1 La Tige

La Figure N °12 illustre une coupe transversale de la tige réalisée a 1’aide d’un
microtome.

Collenchyme angulaire

Parenchyme médullaire (moelle)

Figure N° 12 : Coupe histologique de la tige de Melissa officinalis (Gx 4) (Originale,
2015). (a)

La Figure N°12 nous a permis de voir la forme quadrangulaire de la tige de la mélisse.

Les Figures N°13 et 14 représentent une coupe partielle de parenchyme cortical,
I’épiderme et de collenchyme angulaire de la tige.

Epiderme

Parenchyme corticale

Figure N° 13: Coupe histologique de la tige de Melissa officinalis (Gx 10) (Originale,
2015). (a)
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Collenchyme angulaire

Figure N°14: Coupe histologique de la tige de Melissa officinalis (Gx 10) (originale, 2015)
(b).

Selon les figures n°12, 13 et 14 nous avons remarqué que la tige de la mélisse présente

quatre angles. Les amas de collenchyme angulaire sous épidermique sont responsables de

I’aspect quadrangulaire.

La Figure N°15 illustre une vue partielle des parties suivantes ;Epiderme,
Sclérenchyme, phloéme, Xyléme, Parenchyme médullaire.

Epiderme

Sclérenchyme

Phloéme

Xyléme

Parenchyme
médullaire

Figure N° 15 : Coupe histologique de la tige de Melissa officinalis (Gx 40) (Originale,
2015). (a)
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Figure N° 16 représente les defferents structure de la tige de 1’éxtérieur vers I’intérieur.

Collenchyme
angulaire
Liber

Bois

Parenchyme
médullaire

Figure N°16: Coupe histologique au niveau de la tige de Mélissa officinalis Gx 40
(originale, 2015) (b).

Figure N° 17 illustre les poiles a téte vésiculaire de la tige.

Poils sécréteurs a téte vésiculaire

Figure N° 17: Observation microscopique des poils au niveau de la tige Gx 10(originale,
2015). (b)
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(a): Les coupes réalisées au microtome.

(b) : Les coupes réalisées a main levée.

Selon les Figures N°12, 13, 14, 15 et 16, nous observons de I’extérieur vers 1’intérieur au
niveau des coupes histologique de la tige de Melissa officinalis les tissus suivants :
- Une cuticule.

- Le collenchyme angulaire : La tige de la mélisse, présente quatre angles. Les amas
de collenchyme angulaire sous épidermique sont responsables de 1’aspect
quadrangulaire.

- Un anneau de sclérenchyme : form¢é par des cellules mortes dont 1’épaississement

est formé par des cellules lignine.
- Le phloéme et le xyléme.
- Un parenchyme médullaire ou la moelle : délimité par 1’épiderme a I’extérieur

formé par des cellules a paroi mince et cellulosique.
111.1.2. La Feuille

La Figure N°18 illustre les Poils sécréteur a téte vésiculaire de la feuille.

Poil sécréteur a téte vésiculaire

Figure N°18: Poils épidermiques de la melisse Gx 10 (originale, 2015). (b)

(b) : La coupe réalisée a main levée.
Selon la figure N°18, la feuille de Melissa officinalis est recouverte d’un épiderme

ventral et un épiderme dorsal. L’épiderme est tapissé de poils épidermiques.
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111.1.3. Pétiole

La Figure N° 19 illustre une coupe transversale du pétiole vue a travers la loupe
binoculaire.

Cuticule

Collenchyme

Figure N° 19: Coupe histologique de le pétiole de Melissa officinalis sous la loupe
binoculaire Gx4.5 (Originale, 2015).

La Figure N°20 illustre les structures du pétiole de I’éxtérieur vers I’intérieur.

Cuticule

Colonechyme

Bois
} Nervure principale
liber

Poils

Figure N°20: Coupe histologique du pétiole de Melissa officinalis (Gx 40) (originale,
2015). (b)
(a): La coupe réalisée au microtome.

(b) : La coupe réalisée a main levée.
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Selon les Figures N°19 et 20 nous observons de I’extérieur vers 1’intérieur dans le pétiole

de Melissa officinalis les tissus suivants :

- Lacuticule tapissée des poils pluricellulaires

- Le collenchyme.

- Les structures secondaires qui impliquent les nervures et qui représentent le bois et
le liber.

Les coupes histologiques realisées par microtome et @ main levée au niveau des
organes étudiés montrent 1’absence de cellules sécrétrices, de poches sécrétrices ou de
canaux excréteurs.

Les plantes de la famille des lamiacées sont caractérisees par les poils sécréteurs. On
les trouve dans le romarin le basilic (Bottega et Corsi, 2000 ;Marin et al., 2006). Ce sont
des trichomes glandulaires capités pouvant synthétiser et contenir I’huile essentielle, elles
sont constituées d'une seule cellule basale encrée dans I’épiderme, d’un cou porteur court
unicellulaire ou bicellulaire et d’une large téte sécrétrice constituée dune ou de huit
cellules sécrétrices disposees en rosaces.

La récupération lors de ’extraction des huiles essentielles se fait par rupture de la
cuticule (Sharma et al., 2003; Wagner et al., 2004 ).

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

I11.2. Extraction et rendement en huile essentielle

L'huile essentielle extraite a partir des organes aériens de la plante séchée a été
obtenue par le procédé de I'entrainement a la vapeur d'eau le Rendement est représenté

dans le Tableau IV.

Tableau IV: Rendement en Huile Essentielle.

Poids de la plante en g Quantit¢t d’HE en g Rendement %

4297,13 0.465+0.265 0,20 + 0,2097

Nous avons obtenus un rendement en HE de 0,20%. D’aprés Teuscher et al., (2005), la

teneur en HE de la mélisse varie de 0,05 a 0,3 %.
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» Caracteres organoleptiques

Les caractéres organoleptiques de I'huile essentielle de Melissa officinalis sont présentés

dans le tableau V :

Tableaux V: Caractéres organoleptique de I’Huile essentielle de Melissa officinalis L.

Couleur Odeur aspect
Melissa officinalis Jaune. Trés fqrte, C|,tr0nnee et Liquide
trés agréable.
Anonyme, 2008 Jaune. Citronnée Liquide- limpide
caractéristique. mobile

Apreés extraction nous avons obtenus une huile essentielle liquide de couleur jaune avec
une odeur tres forte citronnée et trés agréable. Ses caractere son conforme au caractere
donner par (Anonyme, 2008) c’est un parameétre qui indique la bonne qualité de notre
Huile Essentielle.

I11.3. Indice physicochimique de I’Huile Essentielle de Melissa officinalis

Les propriétés physico-chimiques telles que : I’indice de réfraction, 1’indice d’acide,
I’indice d’ester, I’indice de saponification et autre constituent un moyen de vérification
et de controle de la qualité de I’huile essentielle. Ces essais sont déterminés selon un
protocole précis et obéissent a des normes édictées par la pharmacopée européenne et
aux normes AFNOR. Ainsi, nous avons reporté dans les tableaux VII et VIII les

résultats des caracteres physico-chimiques de 1’huile extraite.

111.3.1 Indices physiques

Le tableau VI représente un état récapitulatif des résultats des caractéres physiques de

I’Huile essentielle de Melissa officinalis L.:

Tableau VI : Résultats des analyses physiques.

Indice de réfraction Densité relative
Les résultats obtenus 1.448 0.891
Thoby et al., 2009 1.488 0.902
Anonyme, 2015 1.452 - 1.487 0.880- 0.920
Abdelatif F., et al 2014 1.349 0.909
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> Densité relative

D’apres les résultats (Tableau VI) concernant la densité obtenue de 1’Huile, on peut
dire que cette derniere est conforme aux normes et se situe a l'intérieur de l'intervalle
donné par (Anonyme, 2015) (0.880 - 0.920).

Selon Thoby et al., (2009) I'H.E de Mélisse a une densité de 0,902 , Abdelatif et al
(2014) ils ont obtenu une valeur de 0.909.

> Indice de réfraction

L’indice de réfraction de I'huile essentielle de la mélisse est égal a 1.448. Cette valeur se
rapproche des deux résultats trouvés par Thoby et al., (2009) (1.488) et par Abdelatif et al
(2014) (1.3493).

L’indice de réfraction vari essenticllement avec la teneur en monoterpenes et en dérivés
oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice éleve. 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 (Kanko et al., 2004).

111.3.2. Indices chimiques

Les résultats des indices chimiques sont rassemblés dans le Tableau VII :

Tableau VII : Résultats des analyses chimiques.

saponification

Les résultats 3.41 29.43 32.84 723 %
Abdelatif F., et al 1.2 _ 23.59 _
2014

> L’Indice d’acide

Le controle de I'indice d’acide 1 permet d’évaluer la qualité des HE : donne une
appréciation sur le taux des acides libres (Goetz, 2007). Une valeur élevée indique une
dégradation de ’HE (hydrolyse des esters) durant sa conservation. Inversement, un Ia

inférieur a 2 est un indice de bonne conservation de ’HE (Salle, 1991).
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L’HE de Melissa a I égal a 3.41. Cet indice est supérieur a celui cité par d’Abdelatif et

al (2012). Cela peut étre di a la dégradation de I’HE durant la conservation.

> Indice d’ester

L’indice d’ester renseigne sur la quantité des acides gras liés, (Kanko et al., 2004)
L’indice d’ester de I’HE de la mélisse est de 29.43.

> Indice de saponification

Un indice de saponification correspond & des acides gras comportant une chaine de
carbone plus longue, Isde ’HE de la mélisse est de 32.84. Ce résultat est relativement
supérieur a celui trouvé par Abdellatif et al 2014.

» Teneur en eau

La teneur en eau dans ’huile essentielle de la mélisse est de 7.23%.

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape plus importante mais
demeure non suffisante pour caractériser I’HE, pour cela on a passé a la détermination de

profil de chromatographie.

I11.4. Analyse de 1’Huile essentielle de Melissa officinalis par la CGMS

L'analyse de I'HE de Melissa officinalis par CG-MS, nous a permis d'obtenir le

chromatogramme représenté dans la Figure N° 21 et (Annexe 11).
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Figure N°21 : Chromatogramme de I'HE extraite par entrainement a la vapeur et
analysée par la CG/MS (Originale, 2015).
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L'analyse des huiles essentielles de la partie aérienne nous a permis l'identification de

17 composés (Annexe 1), sont présentés dans le tableau et les figures suivantes :

Tableau VIII: Les composés présents dans 1’huile essentielle de la mélisse

Temps de | Composés Catégorie Effet thérapeutique*
retentions
(min)
12.48 Citronella Aldéhyde monoterpénes Sedatif, Anti inflammatoire,
Anti septique, Antivirus sur
Herpés simplex virus type 2
15.52 Z-Citral Aldéhyde monoterpénes Calment, Antiseptique,
Antiviral, Anti inflammatoire
16.08 (S)-(-) Citronellic Acide, | Monoterpenes carboxylic
Méthyle ester acide.
18.20 Méthyl geranate Ester
19.89 Alpha copaéne Hydrocarbure Anti inflammatoire,
Sesquiterpenes Régulateur psychique,
Relaxant.
20.16 Cis Myrtanol Monoterpénes Antiviral, Stimulant digestif
23.19 Trans beta caryophylléne | Hydrocarbure Anti inflammatoire,
Sesquiterpénes Antispasmodique,  Antiviral,
Anti tumoral.
22.37 Alpha humulene Hydrocarbure Anti  inflammatoire,  Anti
Sesquiterpenes tumoral.
23.19 Germacréne D Hydrocarbure Anti fongique, Anti
Sesquiterpenes bactérienne.
24.08 Gamma Muurolene sesquiterpénes Anti inflammatoire,
Antispasmodique, Antiviral,
24.47 Delta Cadinene Hydrocarbure Anti inflammatoire,
Sesquiterpénes Régulateur psychique,
Relaxant
25.38 Caryophylléne oxide Oxyde terpénique Anti bactérienne, Anti
inflammatoire, Anti
proliférateur, Anti oxydante,
Sédatif
27.04 Humulene oxide Sesquiterpénes Anti-inflammatoire
28.52 Caryophylla 3,8 (13) dien | Sesquiterpénes Anti-inflammatoire,
5Beta-ol Calmant
28.78 (4S-5R)-5, Sesquiterpénes Anti-inflammatoire, Calmant
hydroxycaryophyl-8-(1-
3) ene 4,12 epoxide
33.13 2-penta decanone 6, 10, | Keton
14 trimethyl
53.78 DI-N octyl phthalat Ester de phtalat Inhibe la synthése des

prostaglandines et affect la
synthese endocrinienne

(* Roux, 2008 ; Annonyme, 2015)
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Le chromatogramme (Figure N°21) issu de I’analyse de I’huile essentielle de Melissa
officinalis L. comporte quatre pics nécessaires Chaque pic a été soumis a une analyse par

spectrométrie de masse permettant ainsi d’identifier chaque molécule.

Le pic n°1 correspond au spectre de masse du Trans (Beta) caryophyllene (Figure N°22)
qui est un sesquiterpéne.

Tr=23.19 mn.
- 07-Jul-2015 + 11:15:19
HE_07_07_2015 3082 (21.415) Cm (3082-(3045+3106)) Scan El+
% 1.71e9
100
69
4 i 133
79
105
| 39 67 119
% % 7711
- 121 161
2(29 , % }09 }34 147
0 |||/ W (e |uo, |12 9
1 157 103 / 175 204
21|38 ‘ 6311/ ‘ \ / 160 178 ‘191
0 T ,l 32, | 46 “ !|>'!||!||||||89|'“ |” || ||"""|' ||' | T |" || | ...m/z
26 36 5 66 76 8 96 106 116 126 136 146 156 166 176 186 196 206

Figure N°22 : Spectre de masse de Trans (Beta) caryophyllene (Originale, 2015).

Le pic n°2, correspond au spectre de masse d'oxyde de caryophyllene (Figure N°23)
appartenant a la famille des oxydes terpéniques. C'est un stéréoisomere de I'époxyde de
caryophyllene.

Tr= 25.38 mn.
. 07-Jul-2015 + 11:15:19
HE_07_07_2015 4062 (26.316) Cm (4062-(4042+4081)) Scan EH
100
69 79
93
95 107
13 B il
%7 3 ol 121
9729 39 5% 21 77 |82 105 }09
65 120, B17 135 g 164
5759 i 9 125 150 159 | 165 177 101
26(|3038 | ||, 51 | || | ” ‘ 146/ | 187 202205 216 20
0 T \l/l\llll ||||||| | N N || II I I||| || ||| |I |||I| I .|||| ™

24 34 44 54 64 74 84 94 104 114 124 134 144 154 164 174 184 194 204 214 224

Figure N°23: Spectre de masse de I'oxyde de caryophyllene (Originale, 2015).
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Le pic n°3 correspond au spectre de masse de (Figure N°24) Caryophylla 3,8 (13) dien
5Beta-ol qui appartient & la famille des sesquiterpenes.

Tr=28.52 mn.
. 07-Jul-2015 +11:15:19
HE_07_07_2015 4503 (28.522) Cm (4503-(4489+4520)) Scan El+
a 4.57¢8
100-
" 9193 105
55 79 109
%
%% 6169 ol 123
’ " 5 7 131
217 39 8 119 135 149
65 % \ / 1ol 167
57 83 137 B 163
451 59 / 103 /
L e (S | \ W, T 7 =
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24 34 44 54 64 74 84 94 104 114 124 134 144 154 164 174 184 194 204 214 224

Figure N°24: Spectre de masse de Caryophylla 3,8 (13) dien 5Beta-ol (Originale, 2015).

Le pic n°4 correspond au spectre de masse de DI-N octyl phthalat (Figure N°25) qui est un
ester.

Tr=53.78 mn.
, 07-Jul-2015 + 11:15:19
HE 07_07_2015 9554 (53.787) Cm (9554-(9536+9580)) Scan El+
100+ 57
149
71
43 70
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0 56
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104 150
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27 6% 168
Col s s b o
0 ,....,...'!I '."...',l'.l.'.".,':'."..I,'..".l'.",.'.:|.",".'|..'.',' T \' | 203 l 390 n Mz

9 29 49 69 89 109 129 149 169 189 209 229 249 269 289 309 329 349 369 389 409

Figure N° 25: Spectre de masse de DI-N octyl phthalat (Originale, 2015).
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D’aprés nos résultats, I’Huile Essentielle de Melissa officinalis L. elle est composée
majoritairement par Trans (Beta) caryophyllene, 1’oxyde de caryophyllene, Caryophylla
3,8 (13) dien 5 Beta-ol, DI-N octyl phtalat.

Selon les résultats obtenus par (Feknous et al. ,2012) I’huile essenticlle de la mélisse
récolter a Blida et composer majoritairement par néral ou citral b, bergamotene, I'acétate
de citronellyl, I'oxyde de caryophyllene. D’autre part, I’essence volatile d’ Alger posséde du
géranial, néral et le citronellal (Abdellatif et al, 2014). Ces constituants majoritaires qui
caractérisent cette HE peuvent varier considérablement en fonction de plusieurs parametres

notamment les conditions de stockage ainsi que I'équipement et le mode d'extraction.

On constate que I’huile essentielle de Melissa officinalis est principalement composee par
des aldéhydes monoterpéniques et des sesquiterpénes. De plus une attention a été accordée
au role pharmaceutique et médicinal de 1’aldéhyde mono terpénique et des sesquiterpénes.
Pour les aldéehydes monoterpénique (le citral et le citronellal) ils sont responsables de
I’odeur caractéristique de citron (Wichtl et Anton ., 2003) et ont de multiples action
pharmacologique, ils peuvent étre anti inflammatoire, anti hypertensif, sédatif, antiviraux.
Les Hydrocarbures sesquiterpéniques peuvent avoir une action anti inflammatoire et anti

histaminique (Roux, 2008).

111.5. Activité antioxydante

Nous avons réalisé le test du de DPPH pour 1’évaluation de I’activité antioxydante de

I’huile essentielle de Melissa officinalis L.

> Test antioxydant par DPPH :

Le radical libre DPPH permet 1’estimation du pouvoir antioxydant de I’huile essentielle
de Melissa officinalis. C’est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune
quand il est capté. L’intensité de la couleur jaune refléte la capacité anti-radicalaire de cette
huile (Figure N°26).
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AA %

AA en%

0,01 0,02 0,04 0,06 0,08 0,09
C(mg/ml)

Figure N° 26 : Résultats du test antioxydant par DPPH de 1’Huile Essentielle.

70

60

0,00312 0,00625 0,0125 0,025 0,05
C(mg/ml)

Figure N°27 : Résultats du test antioxydant par DPPH de I’ Acide Ascorbique.

Nos résultats exprimés en pourcentage de I’activité anti-radicalaire, révélent que 1’huile
testée ainsi que 1’ Acide ascorbique pris comme référence, sont des anti-radicalaires.

On observe que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration du standard ou de I’huile essentielle de Melissa

officinalis.
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L’augmentation simultanée du pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH de
I’extrait de 1’huile essenticlle de melissa officinalis met en évidence la présence de
I’activité antioxydante.

La concentration qui inhibe 50% des radicaux libres est représenter graphiquement, nous

avons obtenu les résultats suivants :

0,05
0,045
0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015 -
0,01 -
0,005 -

IC50

i Sériel

HE AA

Figure N° 28: la valeur d’EC 50 de I’Huile Essentielle est I’acide ascorbique

Comme représenté dans la Figure N°28, EC 50 de I’huile essentielle de la mélisse et de
I’acide ascorbique est égal a 0.019 et 0.043 respectivement
Nous pouvons dire que I’Huile Essentielle de la mélisse présente une faible activité

antioxydante par rapport a celle de I'acide ascorbique.

D’apres Feknous et al., (2012), I'extrait méthanolique est riche en flavonoides. Ce dernier
est un excellent antioxydant naturel. Au contraire, l'activité antioxydant des HE de la

mélisse est tres faible car elle est riche en composés phénoligues.
La mélisse présente une activité antioxydante et que la faculté de piéger le radical libre

DPPH est puissante avec l'extrait méthanolique mais elle est modeste a trés faible dose

pour I'HE.
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111.6.Résultats des activités biologiques

111.6.1. Activité anti

inflammatoire de 1’Huile Essentielle de

Melissa

officinalis

L’ Activité anti inflammatoire de I’essence de Melissa officinalis a été effectuée in vivo

par la méthode de I’cedéme a la carraghénine.

Les résultats de 1’évolution de I’inflammation a travers le calcul du poids des PPG chez

les groupes témoin et essais sont présents dans le tableau XI.

Tableau XI: Cinétique de réduction de I’inflammation dans les PPG des souris.

Traitement Quantité PPG PPD Réduction de
m= ET (en g) m= ET (en g) I’cedéme (%)
T 0.5 ml 0.222 £ 0.011 0.172 £ 0.008 -
T 25 mg/ ml 0.193 +0.0100 0.165 + 0.005 40.67
HE 0.1g/ml 0.213 +0.010 0.166 + 0.008 30.52
0.01 g/mi 0.251+ 0.019 0.171 £ 0.005 -14.41
T~ : témoin négatif (eau physiologique, 0.9% Na CI) ; T* : témoin positif (Clofénal) ;
PPG: Pattes Postérieures Gauches ; PPD : Pattes Postérieures Droites ; HE : huile
essentielle ; m £ ET : Moyenne +Ecart-Type.
moyenne des poids
0,3
0,25
0,2 }
0,15 172 657 662 718— [ Poids PPG
i Poids PPD
0,1
0,05
0
Témoin négatif Témon positif HE (essai 1)  HE (essai 2)

Figure N°29: Variation du poids des pattes postérieurs droites et gauches pour chaque lot.

T : témoin négatif (eau physiologique, 0.9% Na CI) ; T* : témoin positif (Clofénal) ; PPG:
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Pattes Postérieures Gauches ; PPD : Pattes Postérieures Droites ; HE (essail) 0.1 mg/ml;
HE (essai2) (0.01mg/ml).

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire rapportés dans le Tableau XI et dans
la Figure N°29 montrent les variations du pourcentage de réduction de 1’cedéme (PPG
des souris) des différents essais (T+, HE a 0.1 mg/ml et 0.01 mg/ ml), par rapport au

témoin négatif (eau physiologique).

L’administration de la carraghénine dans les PPG a provoqué un gonflement et un
cedéme dans ces derniéres et ce dans tous les lots. Le témoin négatif, traité avec I’cau
physiologique, est le lot qu’a présenté le poids des PPG le plus important. Cet cedéme
diminue progressivement avec le temps jusqu'a la fin de I’expérience (4 h). La
méme remarque a été observée avec les autres lots. La cinétique de réduction de

I’cedéme est décroissante (FigureN°29).

L’huile essentielle de Melissa officinalis administrée par voie orale avec une dose de
0.1g/ml a induit une réduction d’cedéme des pattes postérieures gauche des souris de

30,52%, ce résultat est proche a celui de Déclofenac® qui est de 40,67 %.

Le lot traité avec le Diclofenac est celui qui a présenté un pouvoir de réduction de
I’inflammation le plus élevé suivi par celui traité avec I’extrait de 0.1 g/ml. Aucune

différence significative n’a été notée entre ces 2 lots.

Le lot traité avec la dose de 0.01 g/ml a présenté I’activité anti-inflammatoire la plus

faible, avec une différence hautement significative en comparaison avec le contréle positif.

Cette conclusion a été confirmée par 1’étude statistique (analyse des variances ANOVA
suivie par le test de comparaison par paires de Fisher) (Annexe II).

Nous pouvons déduire que 1’Huile Essentielle de Melissa officinalis présente un effet
anti-inflammatoire important a la dose de 0.1g/ml cependant, a la dose de 0.01g/ml il ne
présente pas un effet anti-inflammatoire.

Ceci est dii a la composition chimique de I’huile essentielle riche en alcool terpénique et

mono terpénique.
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111.6.2. Activité antispasmodique

L’activité antispasmodique de I’Huile Essentielle de Melissa officinalis. a été évaluee
par le dénombrement des spasmes ou de contractions abdominales induites chez les souris
par injection intra-péritonéale de 1’acide acétique. Les résultats de cette étude sont
consignés dans le tableau X, et la figure ci-dessous illustre le pourcentage de protection de

I’Huile essentielle en comparaison avec le médicament de référence et le lot témoin:

Tableau X: Activité antispasmodique de I’huile essentielle du Melissa officinalis.

Traitement Quantité Nbr des spasmes % de protection
Témoin négatif 0,5ml 25,245,85
Témoin positive 25 mg/ml 4+1,2 84,12
HE 0,1g/ml 6+1,2 76,19
HE 0,01g/ml 10+0,8 60,32

Témoin négatif : eau physiologique ; Témoin positif : HE : huile essentielle.

Nbr de spasme
140

120

100

80

i Nbr de spasme

60

40

" m

Témoin négative Témoin positive HE HE

Témoin négatif (eau physiologie) ; T+ : référence (Spasfon ®) ; HE (essail) 0.1 mg/ml; E :
HE (essail) (0.01mg/ml).

Figure N° 30: Nombre de spasme de I’Huile Essentielle de Melissa officinalis en

comparaison avec le médicament de référence
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% de protection
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70 76,19

60

60,32
50 —
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Témoin®égative  Témoin positive HE (essai 1) HE (essai 2)

Témoin négatif (eau physiologie) ; T+ : référence (Spasfon ®) ; HE (essail) 0.1 mg/ml; E :
HE (essail) (0.05mg/ml).

Figure N° 31: Pourcentage de protection de I’Huile Essentielle de Melissa officinalis en

comparaison avec le médicament de référence

Apres 10 min de I’injection de I’acide acétique au lot témoin des souris, une moyenne
de 20 crampes abdominales a été enregistrée, I’administration de I’Huile Essentielle de

Melissa officinalis L.a 0.1 g/ml et 0.01 g/ml, réduit la moyenne des crampe abdominales
avec un pourcentage de protection de 76.19% et 60.32% respectivement, ces
pourcentages sont proches de celui de la solution de référence 84.12%, avec une
moyenne de 4 spasmes. Concernant nos échantillons en HE, nous remarquons que plus la
concentration injectée augmente, plus le nombre de spasme diminue. Le nombre des
spasmes était de I’ordre de 30 et 50 et une moyenne de 6 et 10 pour les extraits de 0.1 et
0.05 g/ml, respectivement.

Les lots traités avec les extraits 0.1g/ml et 0.01g/ml ont présenté un pouvoir
antispasmodique statistiquement similaire a celui du médicament de référence (p>0.05).
Les lots des essais et celui du médicament ont réduit le nombre de spasmes d’une facon
tres hautement significative (p<0.001) en comparaison avec le témoin negative. Cette

conclusion a été confirmée par 1’étude statistique (analyse des variances ANOVA suivie
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par le test de comparaison par paires de Fisher) (Annexe I1).

Les plantes aromatiques ont des propriétés spasmolytiques de par leur contenu en
huile essentielle. De nombreuses études in vitro, réalisées sur des préparations isolées
d’intestins tels que 1I’iléon de cobaye, la souris ou le chat, ont prouvé que ces plantes
aromatique antagonistes les spasmes induits par I’acétylcholine et I’histamine au niveau
du muscle lisse (Wichtl et Anton, 2003).

Le mécanisme d’action probable serait que les composants, aux propriétés lipophiles

et au faible poids moléculaire des HE, s’intégreraient de maniere réversible aux
membranes cellulaires des muscles lisses ce qui inhibe I’entrée de calcium dans les

cellules est empécherait, a terme, la contraction de ces organes (Bruneton, 2009).
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Conclusion

Le travail réalisé avait pour objectif la valorisation de la fraction aromatique
d’une plante médicinale connue sous le nom de citronelle ou piment d’abeille (Melissa

officinalis), a travers la détermination de certaines propriétes biologiques.

Dans un premier temps, nous nous sommes consacrées a 1’observation des coupes
histologiques, les coupes realisées ont révélés 1’absence de cellules et de poches

sécrétrices ou de canaux excréteurs.

L’extraction de I’essence aromatique de la plante a été accomplie par la méthode
d’entrainement a la vapeur d’eau, le rendement de I’HE a atteint 0,20%, dont les
propriétés organoleptiques elles sont tres appréciées en parfumerie.

Les tests physiques des indices de réfraction (1.448), la densité (0.891), sont conformes
aux résultats donnés par Thoby et al. , (2012), les valeurs des tests chimiques 1’indice
d’acide (3.41), I’indice de saponification (32.48), I’indice d’ester (29.43), et la teneur en
eau (7.23%), dépassent celles de Abdellatif F et al., (2014).

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une
technique fine qui a permis d’identifier la composition chimique de Melissa officinalis L.
En effet, elle a permis de révéler que I’extrait volatile de la plante est composé
essentiellement par des aldéhydes monoterpéniques et des sesquiterpenes

Par ailleurs I'étude du pouvoir antioxydant testé par la méthode de DPPH a montré que
I’Huile essentielle de la mélisse a une faible activité anti oxydante.

Concernant I’activité anti-inflammatoire de I’'HE évaluer par la méthode de 1I’cedéme
induit par la carraghénnine, a montré que I’Huile Essentielle de Melissa officinalis
présente un effet anti-inflammatoire important a la dose de 0.1 g/ml, ce dernier a un
pourcentage de protection d’edéme (30.51%) proche de celui du médicament de
réference Diclofenac avec un pourcentage égal a 40.67%. Cependant, a la dose de
0.01g/ml elle présente un trés faible effet anti-inflammatoire.

Pour [I’activité antispasmodique, nous ’avons constaté que 1’Huile essentielle a O.
1g/ml et 0.01g/ml présente un pourcentage de protection égale a (76.19 et 60.32%
respectivement) assez proche de celui du médicament de référence (84.12%), ce qui

indique que I’Huile Essentielle présente une bonne activité antispasmodique.

En aromathérapie, 1’emploi des huiles aromatiques, en particulier celle du melissa est
a recommander car ses molécules terpéniques apparaissent comme une solution naturelle

et efficace pour faire partie intégrante de 1’arsenal thérapeutique.
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Conclusion

Comme perspectives et en vue de poursuivre et approfondir nos connaissances sur
cette plante a parfum, notamment 1’aspect phytothérapeutique, il serait intéressant de :
» Deéterminer une éventuelle activité anti-inflammatoire de I’HE en utilisant
d’autres méthodes.
» Evaluer la toxicité de I’HE in vivo.

» Evaluation des différentes activités biologiques telles que I’activité sédative.
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Annexe |

Réactifs, indicateurs et autre

Acide acétique
Acide acétique
Acide acétique dilué
Acide ascorbique.
Acide Chlorhydrique
Alcool

Carmin aluné
Carraghénine

Chloroforme.
Diclofenac

DPPH

Eau de javel (12°)
Eau distillé

Eau physiologique

0 0O 0O OO0 O o 0o o o0 o o

Appareillage

0O O O 0O OO0 OO0 00 O o o o

Ethanol
Ether
Formol
Gélatine

HCL 0.5M.
Hydroxyde de potassium 0.1M

KOH alcoolique 0.5M.
Paraffine

Phénol phtaléine
Rouge de Congo
Spasfon

Thiosulfate de sodium
Toluéne

Vert de méthyl

Equipements

Model

* Microtome

*Plaque chauffante

*Spectrophotometre d’adsorption UV/Visible
* Microscope

*Réfrigérateur

*Balance analytique

*Densimétre

*Karl Fischer

*Hotte chimique aspirante

leica

Shimadzo — 1800
Motic

UNIEM
Sartorios

Captair

Verreries : petits matériels et autres

*Tube a essai

*Seringue 2ml

*Pipette en verre graduées
(5ml ;20ml ;50ml ;100ml ;150ml )

*Pince

*Burette 25ml ; 50ml

*Lame porte objet

*Becher *Lamelle
*Erlenmeyer *Moule
*Entonnoir en verre *Passoire
*Eprouvette en verre gradué *Cassette
*Fiole conique *Porte lame

*Boites de Pétrie

*Sonde de gavage

* Ciseaux
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Annexe II

La Chromatographie en phase Gazeuse Couplé a la Spectrométrie de Masse
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Tableau XI: les pourcentages d’inhibition de I’huile essentielle en fonction des différentes

concentrations.

A sol

C en (mg/ml) contréle A huile AA en%

0,01 0,754 0,58 23,07692

0,02 0,754 0,4908 34,90716

0,04 0,754 0,3916 48,06366

0,06 0,754 0,2635 65,05305

0,08 0,754 0,199 73,60743

0,09 0,754 0,1345 82,1618

moyenne arithmétique 0,05 54,47834
coefficient corrélation 0,99437719
droit de régression 710,4417466
b 18,95625043
CI 50 en (mg/ml) 0,043696404
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Tableau XII : Résultats de L’ Absorbance de I’acide ascorbique

A Acide
C(mg/ml) Sol contréle Ascorbique AA %
0,00312 0,754 0,422 44,0318302
0,00625 0,754 0,4122 45,331565
0,0125 0,754 0,4018 46,7108753
0,025 0,754 0,3702 50,9018568
0,05 0,754 0,2862 62,0424403
moyenne arithmétique 0,019374 49,8037135
Coeff. De corrélation 0,9950838
droite de régression 381,734675
b 42,4079859
CI50 0,0198882
Tableau XII1I : Résultats de poids des pattes postérieures gauches et droites.
Clofenal lot Lot
de essai Essai
sodium 0,1g/ 0,01
L'eau physiologique 12,5mg ml g/ml
PP G PPD |PPG PPD |PPG PPD PPG |PPD
souris n°1 0,2088 |0,1839| 0,1852 |0,1729|0,2342| 0,1782 |0,2375| 0,1782
souris n°2 0,2102 |0,1705| 0,195 |0,1671|0,1967| 0,1677 |0,2498| 0,1642
souris n°3 0,2197 |0,1683| 0,215 |0,1701|0,2129| 0,174 [0,2998 | 0,1785
souris n°4 0,2474 | 0,157 | 0,196 |0,1622|0,2039| 0,1588 |0,2446| 0,1681
souris n°5 0,2248 |0,1821| 0,1768 | 0,154 |0,2184| 0,1525 |0,2276| 0,1704
0,1723 0,1652 | 0,2132 0,2518
la moyenne | 0,22218 6 0,1936 6 2 0,16624 6 0,17188
0,0085 0,0057 | 0,0104 0,0191
Ecart type |0,011136| 12 0,01008 28 64 |0,008472| 76 |0,005176
%
d’augmentat
ions 28,90461 17,14873 28,26034 46,53246
d’cedéme 824 533 % aug 649 451
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Tableau XIV: Résultats de D’activité anti spasmodique.

Nbr de spasme: Lot Nbr de spasme Lot: | Nbr de spasme: | Nbr de spasme:
Témoin témoin positif Lot essai 1 Lot Essai 2

Souris N°1 30 3 7 10
Souris N°2 20 4 9
Souris N°3 35 6 6 12
Souris N°4 25 2 3 9
Souris N°5 16 5 6 10
Nombre de spasme 121 20 30 50
Moyenne 25,2 4 6 10

Ecart type 5,84 1,2 1,2 0,8

ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE
Test ANOVA suivi par le test e Tukey de comparaison par paire au
risque de 5%
(Statistica, Version 8.0, StatSoft, USA)

Tableau XV: Résultats de 1’étude statistique de 1’activité anti -inflammatoire

Tukey HSD test; variable DPP (Spreadsheet10) Approximate Probabilities for Post Hoc
Tests Error: Between MS = ,00041, df = 16,000

TRAITEMENT | {1}-,04982 | {2}-,02834 | {3}-,04698 | {4}-,07998

1 EAU PHY 0,365930 0,996044 0,126333
2 DICLOFENAC 0,365930 0,484396 0,004870
3 [ESSAI 0,1 0,996044 0,484396 0,084883
4 |[ESSAI 0,01 0,126333 0,004870 0,084883

En rouge : Différence Hautement Significative (P<0.01)
En noir : Différence non significative

Tukey HSD test; variable DPP (Spreadsheet10) Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS =,00041, df = 16,000

TRAITEMENT DPP - Mean 1 2
2 |DICLOFENAC 0,028340 —
3 [ESSAI0,1 0,046980 —— E—
1 [EAUPHY 0,049820 Ew— E—
4 [ESSAI0,01 0,079980 e——
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ACTIVITE ANTISPASMODIQUE
Test ANOVA suivi par le test e Tukey de comparaison par paire au
risque de 5%
(Statistica, Version 8.0, StatSoft, USA)

Tableau XVI: Résultats de 1’étude statistique de 1’activité antispasmodique
Tukey HSD test; variable SPASMES (Spreadsheet18) Approximate Probabilities for Post

Hoc Tests Error: Between MS = 16,300, df = 16,000
TRAITEMENT {1} - 25,200 {2} - 4,0000 {3} - 6,0000 {4} - 10,000

1 Temoin - 0,000186 0,000188 0,000279
2 Medicament 0,000186 0,861005 0,128127
3 |[Essai 0,1 0,000188 0,861005 0,424073
4 |[Essai 0,01 0,000279 0,128127 0,424073

En rouge : Différence Tres Hautement Significative (P<0.001)
En noir : Différence non significative

Tukey HSD test; variable SPASMES (Spreadsheet18) Homogenous Groups, alpha =
,05000 Error: Between MS = 16,300, df = 16,000

TRAITEMENT SPASMES - Mean 1 2
2 Medicament 4,00000 ———
3 |Essai 0,1 6,00000 —
4 |Essai 0,01 10,00000 ——

1 |Temoin - 25,20000 Fkkk
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