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RESUME

Notre travail a pour but de faire une étude phytochimique des métabolites
secondaires et d'évaluer quelques propriétés biologiques de l'extrait méthanolique telles

que : antioxydantes, antimicrobienne.

L'étude phytochimique a montré une forte quantit¢ en flavonoides, alcaloides et
tanins totaux, contrairement aux coumarines, stérols et triterpénes qui se présentent a des
quantités plus faibles. En plus, le rendement d’extraction des composés phénoliques par le
méthanol révele un pourcentage de 5,49 + 1,02%. Le pouvoir antioxydant a été estimé par
la détermination de la valeur d'IC50 de I'extrait méthanolique de la plante, qui correspond a

610 pg/ml contre 11 pg/ml pour le standard (acide ascorbique).

Par ailleurs Dactivité antimicrobienne d’extraits méthanolique vis-a-vis de 03
souches bactériennes s’est révélée modérée en fonction de I’organe considéré, du type

d’extraction, de la concentration et de la souche utilisée.
Dans notre cas 1’extrait Escherichia coli..

. En définitive, Melissa officinalis peut constituer une source potentielle en
antioxydants utilisés a des fins thérapeutiques. La plante possede un bon effet

thérapeutique.

Mots clés : Mélissa officinalis, screening phytochimique, composés phénoliques, pouvoir

antioxydant.



ABSTRACT

. Our work aims to carry out a phytochemical study of secondary metabolites and to
evaluate some biological properties of the methanol extract such as: antioxidants,
antimicrobial.

The phytochemical study showed a high amount of flavonoids, alkaloids and total
tannins, unlike coumarin, sterols and triterpenes which present at lower amounts. In
addition, the extraction efficiency of phenolic compounds by methanol reveals a
percentage of 5.49 1.02%. The antioxidant potency was estimated by determining the IC50
value of the plant’s methanol extract, which corresponds to 610 pg/ml versus 11 pg/ml for
the standard (ascorbic acid).

More over, the antimicrobial activity of methanol extracts vis-a-vis 03 bacterial
strains was moderate depending on the organ considered, the type of extraction, the
concentration and the strain used.

In our case the extract Escherichia coli..

. Ultimately, Melissa officinalis may be a potential source of antioxidants used for
therapeutic purposes. The plant has a good therapeutic effect.

Keywords: Melissa officinalis, phytochemical screening, phenolic compounds, antioxidant

power..
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INTRODUCTION

Introduction

Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Ces
derniers a base deplantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux

médicaments pharmaceutiques (Dibong S.D et al., 2011)

Le recours a la médecine a base des plantesest profondément ancré dansnotre culture,
carl’Algérieest réputée par la richesse de sa flore médicinale qui comprend des centaines

d'especes végétales (Akharaiyi F ,2010)

Melissa officinalis L. est une plante médicinale qui a longtemps été utilisée dans
différents systémes ethno-médicaux notamment dans la Médecine Traditionnelle
Européenne et la Médecine Traditionnelle Iranienne pour le traitement de plusieurs
maladies. Il est également largement utilisé comme légume et pour ajouter de la saveur aux

plats

Ce travail avait pour objectif d’évaluer le screening phytochimique, 1’activité
antioxydante ,antibacterien ,phytochemie, des extraits méthanolique et ageusse de la

partie aérienne de Melissa officinalis
Ce mémoire se decline en deux partiers :

La premier partie est consacrée a letude bibliographique ,composee de trois chapitre
comprend les radicaux libres stresse oxydative ,les composée phénolique et Présentation et

Description de la plante étudiée

La deuxieme partie est travail dans labouratoir extrait methanolique sur lactivite
antioxydent et antibacterien et duscuter les resultats qui detaillent leffet de melissa sur les

parmatéres a travers le travail dans labouratoire



Premiere partie
Etude Bibliographique



Chapitre 1

Radicaux libres, stress
oxydatif et antioxydants



Chapitre 1 :Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

1. Stress oxydatif

Le stress oxydant qui est défini comme un désquilibre entre lesoxydants les
antioxytdants en faveur des premiére . il peut se produire en raison de la surproduction d
oxydants la diminution de la defence antioxydant ou une combinaison deces deux facteus).

(Haleng et

o
al Dés'equ'\\'\bre Pa‘ho\og\q + 2007)

Enzymes antioxydantes
Cofacteurs : Zn, Se

Especes reactives de [0, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds : Fe, Cu
Facteurs environnementaux

Oxydant

Antioxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 1 : Le stress oxydant induit par un déséquilibre entre pro-oxydant et systéme

antioxydant (Antioxydants, n.d.).

2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules chimiques sont trés réactives ; il ya dans

organisme au cours de divers métabolisme ou influence de certains facteurs et en

particulier du rayonnement solaire. (CEROU, 1994)

3. Oxygene, espéces réactives de I’oxygeéne (ERO)

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les étres aérobies puisent leur
énergie, joue un rdle capital dans la cellule en couplant I’oxydation de coenzymes
transporteurs d’hydrogene ou d’¢lectrons avec la phosphorylation de I’ADP (Adenosine

DiPhosphate) en ATP(Adenosine TriPhosphate) (Delattre et al., 2005)



Chapitre 1 :Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

4. Différentes formes des radicaux libres

Les ER se divisent en deux familles : les especes réactives de 1’oxygene (EROs) et les

especes réactives de 1’azote (ERNs) (Droge , 2002).

Tableau 1 : les différents formes des radicaux libres (Droge , 2002).

Espéces Radicalaires Especes Non Radicalaires

Anion superoxyde O2.- Peroxyde d’hydrogéne H202

Radical hydroxyl HO. Acide hypochloreux HOCI

Monoxide d’azote .NO Peroxynitrite ONOO-

Grande instabilité : stabilisation par Eléments de décomposition pour la
réaction avec les constituants cellulaire détoxification par les systémes de
défense enzymatique

4.1. Sources cellulaires des radicaux libres
Il y a de nombreuses sources d’ERO dont I’importance varie selon les tissus. La
réaction de Fenton produit des ERO dans la cellule. Les autres sources cellulaires de ERO

sont enzymatiques et non enzymatiques (Droge , 2002)

5. Antioxydants et protection cellulaire

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, 'organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes On distingue deux sources d’antioxydants : I’une est
apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et lIégumes riches en vitamines C, E,
caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; I’autre est endogene et
se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de
protéines (ferritine, transferrine, céruléo plasmine, albumine) et de systémes de réparation
des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques
oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes

antioxydantes ( J. Haleng et al.,2007)
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s O ) (oxygéne fondamental)

Cll\'ﬂ’()

‘%{( SOD, Vit C
anion superoxyde peroxyde'd “hydrogéne acide hypo:hloreux

(enu de Javel)
‘ ferritine, transferri;

igents chélateurs

V't G, flavonoides,
GSH
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Figure 2 : Apercu des différentes especes oxygénées activées (EOA) et des

antioxydants régulateurs de leur production (Saad A et al., 2006)

5.1. Superoxyde dismutase ou (SOD)

Les superoxyde dismutases sont des métalloprotéines qui et la premieres lignes de
défense contre le stress oxydant, et 1’élimination de I’anion super-oxyde O2e- par une
réaction de dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene. .

(Delattre et al., 2005).

5.2. Catalase ou (CAT)
La catalase (CAT) est une enzyme héminique cet réaction localisée dans les
peroxysomes, catalyse la dis mutation de H202 en eau et en oxygéne moléculaire :

2 H202 — 2 H20 + O2 (M. Valko et al., 2006).

5.3. Glutathion peroxydase ou (GPx)
Les glutathion peroxydas consiste en 1’élimination des peroxydes lipidiques résultant

de I’action du stress oxydant sur les acides gras poly insaturés. (Wautier J, 1997)

5.4. Vitamine E (tocophérol)
La forme la plus abondante de la vitamine E est I’a-tocophérol (Haleng et al., 2007).
Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, les tocophérols (constitués d’un noyau

chromanol et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) (Langsjoen PH et al.,

2003)
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5.5. Vitamine C (acide ascorbique)

est trés largement utilisée mais sans beaucoup de preuves d’efficacité et un puissant
agent réducteur qui qui régéat avec tous les radicaux peroxydes et qui désactive lion

superoxydes et le radical hydroxyle (Rybak , 1974)

5.6. Polyphénols.

Les polyphénols sont des antioxydants présents dans les végétaux. Ils vont piéger les
radicaux libres (Sears et Ricord , 2012)

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par 1’apport en
fruits et, dans une( moindre mesure, en légumes et en céréales. Ils sont présents sous forme

d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge ) (Langsjoen PH et al .,2003).
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1.Généralités

Depuis des milliers d'années, 'homme utilisé les plantes trouvées dans la nature, pour
traiter et soigner des maladies (SANAGQO, 2006).Les plantes médicinales sont importantes
pour la recherche pharmacologique et I'¢laboration des médicaments, non seulement
lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement comme agents thérapeutique,
mais aussi comme matiéres premicres pour la synthése de médicaments ou comme

modeles pour les composé€s pharmaco- logiquement actifs (Amenai H, 2006).

La phytothérapie est I’'une des vieilles médecines du monde (Jedidi ez al., 2018).Elle
représente une alternative intéressant pour traiter et soigner sans crée de nouvellesmaladies
(Abdoune N et Dermouche M , 2018). Malgré le développement phénoménal de
I’industrie pharmaceutique et chimique, I’intérét populaire pour la phytothérapie n’a jamais
cess¢ d’évoluer. De nos jours ces deux type de médication se retrouvent intimement liés
puisque le modele moléculaire de la plupart des médicaments mis sur le marché, ont pour

origine la plante (Shu, 1998).
> Structure

la structure chimique, sont caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques
hydroxylés. Ils sont classés sous différents groupes en fonction du nombre de noyaux

aromatiques qui les composent et des substitutions qui les relient (Ahlem, 2012).

OH

Figure 3 : Le phénol, le plus simple des composés phénoliques (Ahlem, 2012).
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2. Principales classes des composés phénoliques

Les poly-phénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits
chimiques qui on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des
composés photochimiques poly hydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a
6 carbones. Ils subdivisent en sous classe principales; les acides phénols, les flavonoides,

les lignines, les tanins. stilbénes, les coumarines ... (Delille, 2013).

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines

ou la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006)

ol Tanins

phénoliques
Acician Goptarmee | AciiuslNiiain \ = i aciidinas Binginrine

Composés phéncliques
des petits fruits

|

Flavonol idas

Flavono in Anthocyanidines Flavanol 1

Figure 4 : Classification et structure chimique des composés phénoliques (Nile et

Park, 2014).

2.1. Les acides phénoliques
Les acides hydroxybenzoiques dérivent par hydroxylation de 1’acide benzoique avec
une structure de base de type C6-C1. Ces hydroxyles phénoliques OH peuvent ensuite étre

méthylé (Macheix, J et al., 2005).

2.1.1 .Acides phénoliques et phénols simples
Les acides phénoliques sont un groupe de métabolites secondaires largement distribués
dans les plantes essentiellement dans les tiges et les feuilles des 1égumes, les fruits, les

céréales et les plantes médicinales (ISERIN etz al., 2001)
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Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un
noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées,
¢thérifiées et liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les
solvants polaires, leur biosynthése dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique.
Les phénols possedent des activités anti inflammatoires, antiseptiques et analgésiques

(médicament d'aspirine dérivée de 1'acide salicylique) (ISERIN etz al., 2001)

2.1.2. Acide phénoliques derives de I’acide benzoique
Les acides phénoliques en C6-C1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont tres
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside

(Bruneton, 1999).

Les principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végétaux sont les acides
phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et syringique (Chanforan,

2010).

2.1.3. Acide phénoliques derives de ’acide cinnamique
Les acides cinnamiques sont retrouvés dans les plantes sous forme d’esters d’acides
quiniques, acide shikimique et acide tartrique. Par exemple, 1’acide chlorogénique

estl’ester de ’acide caféique et I’acide quinique (Macheix et al, 2005).

2.2. Flavonoides

Le mot flavonoide vient du terme latin « Flavus » qui signifie jaune. C’est une
substance a poids moléculaire faible qui peut étre considérée parmi les agents responsables
des couleurs de plante a coté des chlorophylles et caroténoides (WICHTL et ANTON,
2009).

Les flavonoides ont des sous-groupes caractérisés contenant deux ou plusieurs cycles
aromatiques existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, chacun
portant une ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont carboné

(Martens et Forkmann, 1998).

Les flavonoides ont des sous-groupes caractérisés a contenant deux ou plusieurs cycles
aromatiques existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, chacun
portant une ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont carboné

(ADOUANE, 2016).
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Tableau 2: Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides

(ADOUANE, 2016)
Flavonoides Aliments Caractéristiques
Flavonols | QOignon, poireau,brocolis, Le groupes le plus
pomme, choufrisé, olive, abondants descomposés
tomate. phénoliques
Flavones Persil, céleri, thym, Les flavones se différent
romarin, peau des fruits des
flavonols seulement par le
manque d'un OH libre en
C3, ce qui affecte leur
absorption aux UV,
mobilité
chromatographiqueet les
réactions de coloration
Flavonones Graines de soja et Caractérisés par leur
produits qui en dérivent. | variabilitéstructurale dont
Fruit de genre | 1'attachement ducycle B se
fait en C3. Ils sont

2.3. Anthocyanosides

Ces pigments hydrosolubles sont responsables de la coloration des plantes en bleu,
rouge, rose, violet ou orange. 1,34 Ces couleurs varient en fonction du pH et dépendent
aussi du nombre d’hyd roxyles portés par le cycle B. Elles sont habituellement
caractéristiques des pétales de fleurs, des fruits et des baies rouges ou bleues (Harborn,

1976)

2.4. Tannins
Les tannins sont des molécules polyphénoliques, le plus souvent hydrosolubles, des
tructures vari¢es et de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da. Ils sont présents

dans les feuilles, les fleurs et les graines des plantes (Watterson et Butler, 1983)

Le tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de

plantespour tanner les peaux d'animaux (HOPKINS, 2003).
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2.4.1. Tannins hydrolysables
Polyméres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme une liaison d'ester avec

l'acide gallique (HOPKINS, 2003).

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples et pourré
parer les tissus endommagés par un eczéma ou une brilure, elles rendent les selles plus

liquides, facilitant ainsi le transit intestinal (ISERIN et al., 2001)

Figure 5 : Squelette de

base de tanins

hydrolysables (Sereme e al., 2010)
2.4.2. Tannins condensés ou tannins catéchiques ou proanthocyanidols

Polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes decarbone, non hydrolysable
mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines(HOPKINS,
2003)
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HO—, O—CH_

Figure 6: Squelette de base de tanins condensés (Muanda , 2010)

3. Coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles dont la structure comporte le noyau
benzo-a pyrone (coumarine) résultant de la lactonisation de 1’acide ortho-hydroxy- cis

cinnamique (Jain et Joshi, 2012).

Les coumarines tirent leur nom de (coumarou) nom vernaculaire de la féve tonka
(Dipteryx odorata Willd., Fabaceae) d’ou fut isolée, en 1820, la coumarine (Jain et Joshi,

2012).

4. Quinones

Les dérivés quinoniques renferment au sein de leur molécule des quinones. Ces
dernicres sont des composés oxygénés, caractérisés par le motif 1,4-dicéto cyclohexa-2,5-
diénique (p-quinone) ou par celui du 1,2-dicéto cyclohexa3,5-diénique (o-quinone). Elles
sont liées au benzéne, au naphtaléne, a I’anthracéne,...et au naphtodianthracéne

(Bruneton, J et al., 2012)

5. Lignanes

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou
le noyau des fruits), au niveau de seve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont
le résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de

caractére hydrophobe (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006).
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6. Les alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalinet de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des
plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans 1'eau et l'alcool et ont un goutamer et

certains sont fortement toxiques (WICHTL et ANTON, 2009).

7. Role des composés phénoliques chez les plantes

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie
de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec
certains microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes
avec leur environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les
champignons, les insectes, résistance aux UV), soit directement dans la nature , soit lors de
la conservation apres récolte de certains végétaux, dans les criteres de qualité (couleur,
astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'homme dans
sa consommation des organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...), et des produits qui
endérivent par la transformation, dans les variations de certaines caractéristiques des
végétaux lors des traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons
fermentées...), pendant lesquels apparaissent fréquemment des brunissements

enzymatiques qui modifient la qualité du produit fini (Haniche W, 2020).

De plus en plus d’études indiquant que les poly phénols pourraient diminuer le risque
de survenue d’un certain nombre de pathologies, en particulier celles liées au
vieillissement et aux lésions oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires ou neuo-

dégénérative) (Fleuriet et al., 2005).
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1. Phytothérapie et plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques
pour la santé humaine, En effet, elles sont utilisées de différentes manicres, décoction,
macération et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine ;
feuille, fleur (Dutertre ,2011).

La phytothérapie est une discipline qui étudie les plantes médicinales donc est une
facon de mettre a profit les propriétés médicinales des végétaux en utilisant les plantes sous
forme de préparations dites "galéniques" afin de soigner ou de prévenir les maladies

(CHAMER ,2016).

2. Melissa Officinalis .LL

C’est une plante médicinale et aromatique (Kothe HW, 2007). Elle est égalemnt une
plante herbacée vivace de la famille des Lamiacées, treés répondue en Algérie (avec des

feuilles a 1’odeur et la saveur citronnées .

2.1.La Famille des Lamiacées

La famille Lamiaceae (Labiées) du Latin (Labia) c-a-d leévre, signifiant que les fleurs
ont une forme caractéristique a deux levres ( Couplan F, 2000 ; Naghibi F ,2005 ) c’est
une grande famille comprenant 3200 a 4000 espéces réparties en 200 a 220 genres. Parmi
les plus connues, on peut citer la menthe, le thym, le romarin, la lavande, 1'ortie .... Les
Lamiaceae sont trés importantes dans la flore algérienne, mais certains genres sont de
détermination délicate en raison de la variabilité¢ extréme des especes ( Hammoudi R,
2015 ). IIs posseédent souvent des poils glanduleux et des glandes sous- épidermiques a
huiles essentielles, dont on note le caractére aromatique des plantes de cette famille

( Zeghib A, 2013).

2.2. Descréption de la plante

La famille Labiatae (Lamiaceae) est une famille des plantes a fleurs, avec environ 220
genres et prés de 4000 especes dans le monde entier. Cette famille a une distribution
presque cosmopolite (Jamzad Z et al, 2003). Rependus dans tout le monde, mais

principalement dans le bassin méditerranéen (Fig7) (Miller, 2006)
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- Présent
:| Absent

Figure 7 : Carte de répartition de la famille desLamiaceaedans le monde (Tabti ,

2017)

Les plantes de cette famille sont herbacées ou arbustives généralement aromatiques,
elles sont caractérisées généralement par des tiges en carrées, feuilles opposées souvent

simples, et fleurs irréguliéres (Zygomorphe) (Blamey et wilson , 1991).

2.3. Origines

le nom de la Mélissa Officinalis vient du grec Mélissophulon qui signifie « feuille a
abeilles ». Elle est plus communément appeléecitronnelle ou mélisse-citronnelle, bien que
la véritable citronnelle (Cymbopogon nardus) soit une graminée asiatique. Les anglais la
nomment lemon-balm et les allemands Zitronenmelisse ou Melissenkrau (Kothe HW,

2007)

2.4. Constituants principaux

Les métabolites secondaires sont classés en trois grands groupes : les composés
phénoliques, terpénes et alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande
diversité de composés qui possédent une trés large gamme d’activités en biologie humaine

(Mansour, 2009).
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2.5. Taxonomie de ’espece

Les plantes de la famille des Lamiaceae sont classées comme suit (Tab.3).

Tableau 3 : Classification taxonomique de la famille desLamiaceae(Quézel et

Santa, 1962-1963)

Reégne Plante
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

2.6. L’utilisation de la mélisse en phytothérapie
La Meélisse possede une activité antibactérienne (Shigella sp) et antifongique
(Trichophyton sp).Elle est anti-oxydante, capteur de radicaux libres (Mimica-Dukic
etal., 2004) et anti-tumorale (Allyne et al.,2004).

On a utilisé la Mélisse en tisane avec d’autres plantes antispasmodiques (Verveine,
Réglisse, Fenouil et Camomille) pour traiter les coliques des enfants (Weizman et

Alkrinawi , 1993).

Pour le traitement des troubles du sommeil des résultats formidables ont été obtenus
avec un extrait contenant de la Mélisse, de la Camomille, et du Fenouil (Savino et Cresi. ,

2005).

Un extrait associ¢ a base de Mélisse et de Valériane est utilisé contre 1’ insomnie est
efficace plus que le Triazolam (Dressing,et Riemann, 1992).La Mélisse agit aussi sur la
qualit¢ du sommeil chez des personnes ne présentant pas ce probleme (Cerny et

Schmid, 1999).
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Matériels et méthodes

1. Préparation de I’extrait méthanolique (Melissa officinalis L)

La récolte a été réalisée a Barika (période de récolte Septembre 2021), Wilaya de
Batna. L'extrait de M. officinalis L. a été obtenu a partir de sa poudre en utilisant un
mélange méthanol-eau (7 : 3, v : v) sous agitation pendant 24 h a une vitesse de rotation de
200 tr / min. Le rapport utilisé dans cette é¢tude était de 1 :10 (m : v) (échantillon de 50 g
avec 500 ml de solvant). La fraction soluble dans le méthanol obtenue a été filtrée et
concentrée sous pression réduite a 60°C en utilisant un évaporateur rotatif. L'extrait a été

conservé a l'obscurité a 4°C.

Figure 8 : Différents étapes de Préparation de I’extrait méthanolique .

2. Détermination du rendement d'extraction
C'est le rapport entre la masse de I'extrait obtenu apres 1’évaporation du solvant et la

masse de la mati¢re végétale seéche .11 est calculé par la formule suivante :
Rd (%) = (Mext / Muys) x 100

Ou ; Rd : Rendement(%), M : Masse de l'extrait sec (g), Mms: Masse de la matiére

végétale seche (g).
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2.1 Screening des métabolites secondaires
Le screening phytochimique est un ensemble de réactions chimiques simples,
permettant d’orienter rapidement vers 1’étude détaillée de quelques types de constituants

chimiques. (Bruneton J, 1999).

Le screening phytochimique a été effectu¢ selon la méthode décrite Par BRUNETON
(Girre L, 1980).

® Principe

Les tests phytochimique consistent a détecter les différentes familles de composés
existantes dans la partie étudiée de la plante par les réactions qualitatives de
caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de

coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composé.

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

glucosides, quinones).Les tests sont effectués soit sur la poudre, soit sur un ’infusé.
Les résultats seront classés selon (Négué Diarra M, 2003) :

Réaction franchement positive : + + +
Réaction moyennement positive : + +
Réaction faiblement positive : +
Réaction difficile a interpréter : +
Réaction négative :-

Ce screening a été réalisé sur la poudre de Mélissa, son infusé (10 % p/v), son décoctit et
sur son extrait éthanolique. Nous nous sommes servis des techniques analytiques décrites

par Bruneton (Bruneton J., 1999) et (Boudjema et al., 2020).
a) Préparation de l'infusé

Une quantité¢ de 10g de la poudre végétale est ajoutée dans 100 ml de 1’eau
bouillante et la solution ainsi obtenue est gardée au repos pendant 30 min. Apres

filtration, nous avons obtenu l'infusé a 10%.
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b) Préparation du décoctat

10 g de la poudre végétale est mise en contact avec 100 ml de 1’eau distillée puis
portée a ébullition pendant 5 a 15 min. Apres refroidissement, le mélange est filtré a

l'aide d'un papier filtre de type Wattman.

e Recherche des alcaloides

Les alcaloides ont été testés en utilisant 0,5ml de HCI (1%) ajouté a 1,5 ml de chaque
extrait puis on ajoute 3 gouttes du réactif de Wagner. Un précipité créme indique la

présence des alcaloides (Maria John etal., 2015).

e Recherche des substances polyphénoliques
- Recherche des anthocyanes

Leur identification consiste a rajouter quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HC1 0,1N) a
5ml d’infusé. La réaction donne une coloration rouge en présence d’anthocyanes. (Dahon.,

2003).
- Recherche des tanins

On ajoute a 5 ml d’infusé quelques gouttes d’une solution de FeCl3 a 5%.La réaction

donne une coloration bleu-noiratre en présence des tanins (Karumi et al., 2004).
a. Tanins catéchiques

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

coloration rouge en présence des tanins catéchiques.
b. Taninsgallique

On ajoute 2g d’acétate de sodium a 5 ml d’infusé. On y ajoute quelques gouttes de FeCl;

(1%). La réaction donne une coloration bleue foncé en présence des tanins galliques.
- Recherche des flavonoides

Réaction a la cyanidine. 1ml de chaque extrait est ajouté a 10031 de HCIl concentré et
quelques copeaux de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par

I’apparition de la couleur rouge ou orange (Karumi et al, 2004).
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- Les saponosides

10ml de chaque extrait est agité pendant 15 secondes dans un tube a essai puis laissé au
repos pendant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1cm indique la

présence de saponosides (N> Guessan et al, 2009).
- Les stérols et triterpénes

Réaction de Lieberman-Burchardt 5ml de chaque extrait est évaporée. Le résidu est
dissout dans 1ml d’anhydride acétique et 0,5ml d’acide sulfurique concentré.
L’apparition a I’interphase d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert

indique leur présence (Edeoga et al, 2005).
- Polyphénols

Deux millilitres de chaque extrait est mélangé avec quelques gouttes d'une solution a 2%
de FeCl3. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée est le

signe de la présence de polyphénols (Bidie et al., 2011).

3. Evaluation des activités biologiques

3.1. Evaluation de ’activité antioxydante dans ’extrait de M. officinalis L.

L’¢tude de Dactivité antioxydante de I’extrait hydrométhanolique de Mélissa

officinalis L. est testée selon la méthode de : piégeage du radical libre DPPH.

e [L’ativité antiradicalaire au DPPH

L’activit¢ du DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (Blois, 1958), le
principe de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de

couleur violette en 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune.
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Figure 9:

Principe de piégeage du radical DPPH (Teixeira et al., 2013).

Le DPPH absorbe a 517 nm, mais lors de la réduction par un antioxydant, son
absorption diminue. Briévement, une solution de 0,4 mM de DPPH préparée dans le
méthanol et 160 pl de cette solution ont été ajoutés a 40 pl d'échantillon dilué dans des
solutions de méthanol a des concentrations différentes. Trente minutes plus tard,
'absorbance a ¢ét¢ mesurée a 517 nm. Le BHA, BHT et I’a-tocophérol ont ¢été utilisés

comme normes anti-oxydantes, pour la comparaison de l'activité avec les extraits utilisés.

La faible valeur d’absorbance de la réaction du mélange indique une activité¢ de

piégeage des radicaux libres supérieure.
La capacité a piéger le radical DPPH a été calculée selon 1'équation suivante :
Inhibition (%) = [(A Bianc — A Extrait) / A Bianc] X 100
A pancest I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.
A Exraie €St I’absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’extrait.

e Détermination d'IC50

Selon Samarth et al,2008. La valeur IC50 est la concentration qui assure la réduction
de 50% du DPPH déterminée graphiquement pour chaque extrait a partir de la courbe du

pourcentage de réduction en fonction de la concentration.

4. Evaluation de ’activitéantimicrobienne
Le principe de cette étude consiste a estimer l'inhibition de la croissance

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

L'évaluation du pouvoir anti-microbien est réalisée par la technique de
diffusion des disques sur milieu gélos¢ (Giillice M et al, 2006). De¢s
l'application des disques

imbibésparlessubstancesactivesaanalyser,cesdernieéresdiffusent

Uniformément. Aprés incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition

circulaires, correspondant a une absence de culture (Fauchere JL ,1997).

e Souches bactériennes testées

Les souches microbiennes testées ont €été¢ choisies pour leurs fréquences
¢levées dans les contaminations humaines, et sont des lots de I'ATCC (American

Type Culture Collection) (Tableau 04).

Tableau 4 : Caractéristiques des souches microbiennes testées

Souche

NO
ATC

G

ra

Famille

Principales

infections

causées

Pseudomonas

aeruginosa

027

Pseudomo

nadaceae

Voiesaériennesinf

érieures
- Septicémie.

Crampesabdomin

ales.

Troublesdigestifs

Escheric

hia coli

739

Enterobact

eriaceae

Infectionsnosoco

miales.
Gastro-entérite.

Infectionsrespirat
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oires.

- Gastro-entérite.

Staphylococcus 6 N Micrococc - Infectionsurinaires.

aureus 538 aceae
- arthrite.

e Conservation des souches

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur la gélose nutritive (GN).
Incubées pendant 24 h a 37 °C, elles sont conservées a 5 °C dans des tubes contenant de

la gélose nutritive incliné.

® Préparation de I’inoculum

La suspension bactérienne est préparée a partir des cultures pures : a I’aide d’une anse
de platine on racle 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques. On décharge
I’anse dans 05 ml d’eau physiologique stérile a 0.9% NaCl, aprés homogénéise la

suspension bactérienne a I’aide d’un vortex.

®* Mode opératoire
- Ensemencement

Dans des boites de Pétri, le milieu de culture gélosé MH est couléaseptiquement a
raison de 20 ml par boite. Apres la solidification, un écouvillon stérile imbibé avec la
suspension bactérienne fraichement préparée est étalé¢ a la surface de la gélose a trois
reprises, en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme et finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose dans le but d’avoir une distribution égale de I’inoculum.
On laisse sécher les boites pendant 15 a 20 min.

- Application des disques
Des disques de papier Whatman N°1 stérilisés de 6 mm de @sont déposés a la
surface de la gélose a 1’aide d’une pince bactériologique stérile puis imprégnés d’un

volume de 10 pl d’extrait. Un autre disque sec est dépos€ comme controle négatif.
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- Incubation
On laisse les disques diffuser sur la paillasse pendant 30 min, puis on
transfére les boites pour incubation dans une étuve bactériologique, en les

renversant sur leur couvercle (37°C pendant 24h pour les bactéries).

® Lecture et expression desrésultats

Apres écoulement du temps d’incubation requis, la sensibilité des souches
testées est déterminée, en mesurant les diameétres des zones d’inhibition
développée autour du disque, a 1’aide d’un pied a coulisse (exprimé en mm).

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

disque, ou aucune croissance n’est observée (Ponce AG et al.,2003)

Disque imprégné  Croissance
d'HE microbienne
. —il -

<« >
Zone d’inhibition

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

symboles proportionnels a l'activité (Tableau 5).

Tableau 5 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction

des zones d’inhibition (Ponce A.G et al.,2003)

DS 1 D Ao Sensibilité dugerme

d'inhibition (0)
0 <8 mm Résistant ou non
sensible
@ compris entre 9 a4 14 mm O Sensible

compris entre 152 19 Tres sensible

mm @ > 20 mm Extrémemen
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t sensible

5. Etude statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD d’analyses en trois
essais. Les valeurs de CI50 (Concentration d’inhibition a 50%) sont calculées par la
méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)]. Les
comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par "
Student’s t-test " et le test ANOVA uni varié. Les différences sont considérées

statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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Résultats et discussion

1. Rendement d'extraction

Le rendement moyen de |'extrait méthanolique de la plante est de 5,49 +
1,02%. Plusieurs auteurs ont rapporté un rendement peu élevé. De plus en
Algérie, Adimi L Z, 2018 a récolté la méme plante de la région de Sétif et il a
obtenu un rendement d’extraction de 16,1%. Cette variabilité du rendement
pourrait étre due a plusieurs facteurs, tels que I'origine géographique, les
facteurs écologiques notamment climatiques (la température et I'"humidité),
I'espece végétale elle-méme, le stade de la croissance, la période de récolte,
la conservation du matériel végétal et la méthode d’extraction (Viljoen A.M et
al., 2006) et (Sefidkon Fet al., 2007).

2. Screening phytochimique
Les tests phytochimiques permettent de détecter les principaux compos€s chimiques
présents dans la partie aérienne de M¢élissa officinalis. Les résultats des tests réalisés sur

I’extrait méthanolique, I’infusé et le décoctat de notre plante sont mentionnés dans le

tableau 6.

Tableau 6 : Résultats du screening phytochimique de la plante Melissa officinalis..

[72] [72) @ @ Z R 7]
D —_ 5] <5} o~ 5] D
= s s £| § = =
) . N} S = ¢ g 2
= | Leucoanthocyanes Tanins | = S | 8 E =
S S 8 & g 2 2
= S |- E <
S = 9 3] =9
= Anthocyanes = =
— P
) = S
2 O =
< =
N <
> z ©
=
=
=
~—
7,]
=
g
-
Plante
Melissa
+++ - +++ | | - |+ |
Officinalis
L.

(-) : Absence, (+) : Présence en faible quantité, (++) : Présence en quantité moyenne, (+++) :

Présence en quantité importante.
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mélisse sont : les flavonoides, les tanins totaux, les polyphénols et les alcaloides.
Triterpénes sont moyennement présents tandis que les autres composés tels que les stérols
et les saponines et sont présents en faible quantité. De plus, notre plante est caractérisée par

I'absence totale des anthocyanes, des leuco-anthocyanes et des quinones.

Ces résultats sont confirmés par Mutalib L., 2015. qui a enregistré la présence des
terpénoides et des saponines. Par contre nos résultats sont peu différents a ceux obtenus par
Bounihi A.,2015 qui a travaillé sur la méme plante, récoltée de la région d'El Djadida
(Maroc). Cet auteur a mentionné d’une part la présence moyenne des flavonoides et des
saponines, et d’autre part, I'absence totale des alcaloides et des stérols. Cette différence de
composition, pourrait étre liée a la variation des conditions climatiques, 1'age de la plante,
la période de récolte et méme aussi de la dessiccation. Plusieurs auteurs ont révélé la
richesse des plantes en flavonoides. Ulubelen et al., 2005. ont signalé que chez les
lamiacées, les flavonoides sont présents dans toutes les parties de la plante et sont plus
riches dans les parties aériennes. Ils représentent environ 0,2 a 0,7 % des constituants chez

la mélisse Teusher E. et al., 2005. Et D’apres Cao et al. 2014.
3. Activités biologiques

3.1. Activitéantioxydante

Les résultats de I’évaluation de I’activit¢é antioxydante de 1’extrait
méthanolique de Mélissa officinalis sont représentés graphiquement dans les

figures 10 et 11
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Figure 10 : Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différente

concentration de I’extrait méthanolique deMelissa.officinalis

Figure 11 : Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différente concentration
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Les résultats montrent que 1’augmentation de la concentration de I’extrait provoque

I’¢lévation de pourcentage d’inhibition du radical libre et par conséquent 1’augmentation

de D’activité anti-radicalaire. Pour une concentration de 31,25 pg/ml, il apparait clairement

qu'une faible activit¢ de 7,38 % est obtenue par l'extrait méthanolique et qu'elle est

devenue 62,62 % avec une concentration de 1000 pg/ml, contrairement au standard (Acide

Ascorbique) qui a exercé un fort effet antioxydant avec une valeur de 94,92 % pour une

concentration de 360 pg/ml. En comparant avec Albayrak et al.2013qui ont travaillé sur la

méme plante provenant de la Turquie, ils ont testé l'activité antioxydante de l'extrait

méthanolique, de l'infusé et du décoctat, dont le résultat d'inhibition de ce dernier était de

92,32 % pour une concentration de 2 mg/ml. En outre, I'extrait méthanolique et l'infusé ont
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révélé un fort effet inhibiteur comparé a un autre agent antioxydant (BHT).
* Détermination des IC50 de I'extrait et du standard
L’IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d’un composé, il
exprime la quantitéd’antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical
libre de 50 %, plus la valeur d’IC50 est basse plus ’activité antioxydante d’un
composé¢ est grande. Nos résultats sont représentés dans le tableau ci-dessous:

Tableau 7 : Valeurs d’IC50

Extrait méthanolique Acide ascorbique
(mg/ml) (mg/ml)
IC 50 0,61 0,011

D'aprés le tableau 7, nous constatons que I’extrait méthanolique présente un effet
antioxydant important vis-a-vis du radical DPPH. En effet la concentration inhibitrice
piégeant 50% du radical DPPH (IC50) est de 610 pg/ml pour I’extrait de Mélissa
officinalis et de 11 pg/ml pour le standard (AA). La valeur d’IC50 de I’extrait est supérieur
a celle du standard néanmoins ce résultat reste satisfaisant. Ces valeurs sont différentes de
celles signalées par Romaiana et al. 2008 , qui ont travaillé sur la méme espéce ou ils ont
trouvé une valeur d'IC50 de I'ordre de 483 +£25,5 ng/ml. Par contre, il est en désaccord avec
ceux d'Albayrak et al.2013et Miraj et al. 2016 qui ont testé le pouvoir antioxydant de
l'extrait méthanolique de la méme plante et ils ont enregistré des valeurs faibles d'IC50
correspondant a 20,16 pg/ml et 48,76 pg/mlrespectivement.

Cette différence du pouvoir antioxydant est en fort corrélation avec la composition
chimique de la plante (Oke F et al, 2009) . D'aprés Peireira et al. 2008, la mélisse
pourrait €tre donc considérée comme un agent antioxydant dans la prévention de
nombreuses maladies neurologiques liées a un stress oxydatif.

3.1. Evaluation de P’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique de

Mélissa officinalis L.
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Figure 12 : Résultats de 1’activité antimicrobienne Obtenu. Aprées 24 h

Inhibition defla croissance des microorganismes par la melissa eerimée en%

B Pseudomonas aeruginosa M Staphylococcus aureus
1 Escherichia coli

L’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique de Mélissa officinalis L. montre
une réduction significative de la croissance bactérienne au terme de la zone d’inhibition
indiquant que la plante a présenté une activité antimicrobienne contre le microorganisme
s¢lectionné. (Yadegarnia d, et al .,2006)

Tableau8 :Diamétresdeszonesd’inhibitiondesextraitsdeMelissa officinalis.
@)

Diamétre de zone d’inhibition en mm ( moyen=écart

Extrait
CON

-type) et sensibilité
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Staphylococcus aureus présente la zone d’inhibition la plus élevée avec 16.5 +

0,70 mm vis-a-vis de [’extrait méthanoliqgue de MELISSA Aussi, la concentration de

0,5mg/disque était suffisante pour inhiber la croissance de Pseudomonas aeruginosa avec

un diamétre de 11 £ 0,60 mm. La souche Escherichia coli qui s’est montrée résistante.

D‘une fagon générale les extraits les plus concentrés sont les plusactifs
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des
principes actifs connues par leurs propriétés thérapeutiques. Ce travail
avait pour objectif d’évaluer le screening phytochimique, I'activité
antioxydante , anti antimicrobienne des extraits méthanolique de
Melissa officinalis. Les résultats de screening phytochimique ont montré
que la plante est riche en flavonoides, Alcaloides, tanins totaux alors
gu'elle est caractérisée par une absence totale des anthocyanes, leuco
anthocyanes et des quinones libres. Les tests évaluant I'activité
antioxydante ont montré que les extraits de la mélisse présente une
valeur d’IC50 de I'ordre de 610 pg/ml donnant ainsi un bon pouvoir
antioxydant. Les résultats obtenus ont clairement montré que I'extrait
meéthanoique de la plante étudié donne une bonne activité anti-
.microbienne contre

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli Staphylococcus aureus En effet, les
propriétés pharmacologique de Melissa officinalis révélées dans ce travail justifient leur
application dans la phytothérapie traditionnelle et pourrait indiquer leur usage

thérapeutique comme antioxydant, anti-inflammatoire et sédative.
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