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Résumé

Cette étude porte sur I’évaluation phytochimique des métabolites secondaires et des propriétés
biologiques de I'extrait éthanolique de la partie aérienne de Melissa officinalis, récoltée dans
la région d’Hammam Melouane (Blida). L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été
réalisée sur des souches bactériennes comprenant Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, ainsi que sur la souche fongique Aspergillus brasiliensis.

Le rendement d’extraction par 1’éthanol est de 5,1 %. L’analyse phytochimique révele une
teneur élevée en phénols totaux (30,80 + 1,53 mg EAG/g MS), associée a de faibles
concentrations en flavonoides (1,693 + 0,03 mg EQ/g MS) et en tanins condensés (3,32 + 0,02
mg EC/g MS). Le pouvoir antioxydant, mesuré par la valeur IC50, est de 43,26 + 0,40 pg/ml
pour I’extrait éthanolique, comparé a 31,047 £ 0,48 pg/ml pour le standard (acide ascorbique).
Les tests biologiques indiquent I’absence d’activité antibactérienne contre les souches testées,
tandis que I’extrait montre une activité antifongique significative, avec un taux d’inhibition de
75 % contre Aspergillus brasiliensis. Ainsi, 1’extrait éthanolique de Melissa officinalis
présente des propriétés antioxydantes et antifongiques notables, sans manifester d’activité
antibactérienne.

Mots-clés : Melissa officinalis, Extrait éthanolique, activité antioxydante, activité

antimicrobienne, métabolites secondaires.



Abstract

This study focuses on the phytochemical evaluation of secondary metabolites and the
biological properties of the ethanolic extract from the aerial parts of Melissa officinalis,
collected from the Hammam Melouane region (Blida). The antimicrobial activity was
evaluated on bacterial strains including Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, and the fungal strain Aspergillus brasiliensis.

The ethanol extraction yield was 5.1%. Phytochemical analysis revealed a high content of
total phenols (30.80 £ 1.53 mg GAE/g DW), along with low concentrations of flavonoids
(1.693 + 0.03 mg QE/g DW) and condensed tannins (3.32 + 0.02 mg CE/g DW). The
antioxidant activity, measured by the 1C50 value, was 43.26 + 0.40 pg/ml for the ethanolic
extract, compared to 31.047 £ 0.48 pg/ml for the standard (ascorbic acid).

Biological assays showed no antibacterial activity against the tested strains, while the extract
exhibited significant antifungal activity with a 75% inhibition rate against Aspergillus
brasiliensis. Thus, the ethanolic extract of Melissa officinalis exhibits notable antioxidant and
antifungal properties, with no antibacterial activity.

Keywords: Melissa officinalis, antioxidant activity, antimicrobial activity, secondary

metabolites.
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Introduction

Depuis I'Antiquité, I'homme a utilise diverses ressources trouvées dans son
environnement, y compris les plantes médicinales et aromatiques, pour se nourrir, se soigner
et se parfumer, souvent sans connaitre pleinement les propriétés de ces plantes. De nos jours,
I'efficacité de la médecine par les plantes est reconnue et démontrée scientifiquement, et leurs
bienfaits incontestables pour notre santé ont permis a la phytothérapie d'intégrer notre vie
quotidienne (Guebailia, 2007). Selon I'Organisation mondiale de la santé, environ 65 a 80 %
de la population mondiale vivant dans les pays en développement dépend de la médecine
traditionnelle pour répondre a ses besoins médicaux et de premiers secours (Haddouchi et al.,
2016).

Les plantes médicinales sont a I'origine de nombreux médicaments actuels, fournissant
d'une part la matiére premiere, et d'autre part, servant de modeles pour la synthése de
molécules thérapeutiques. Elles représentent une source inépuisable et renouvelable de
principes actifs, dont l'usage traditionnel et médical est bien établi depuis longtemps (Iserin,
1997). Avec les progrés de la recherche scientifique, la science reconnait et confirme les
diverses vertus des plantes et de leurs huiles essentielles, qui trouvent des applications variées
dans les industries pharmaceutique, cosmétique, parfumerie, agroalimentaire et des additifs
(Bruneton, 1999 ; Verma et Sharma, 2021).

En Algérie, la médecine par les plantes est profondément ancrée dans la culture, gréace
a une flore particulierement riche et diversifiée, comprenant des centaines d'espéces végétales
aux propriétés médicinales (Boudjema et al., 2021).

Parmi ces nombreuses plantes, notre étude s'est portée sur Melissa officinalis L.,
connue sous les noms de Ferzizoua ou Trandjan, appartenant a la famille des Lamiaceae et
principalement localisée au nord du pays. Employée dans la médecine traditionnelle, cette
espece présente un large spectre d'activités biologiques grace a ses propriétés sedatives,
carminatives, antispasmodiques et antivirales. Son huile essentielle démontre des activités
antibactériennes, antiparasitaires, anti-inflammatoires et antifongiques (Ehsani et al., 2017 ;
El OQuadi et al., 2017 ; Aragjo et al., 2019).

Malgré son intérét pharmacologique, cosmétique et industriel, la mélisse reste peu
exploitée en Algérie. Dans ce contexte, ce travail vise a mettre en évidence la présence de
certains types de meétabolites secondaires et a évaluer quelques activités biologiques de
I'extrait éthanoligue de Melissa officinalis L., afin de déterminer ses potentiels

pharmacologiques, y compris ses activités antioxydantes, antibactériennes et antifongiques.



Introduction

Cette étude se divise en trois parties :

La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique sur la plante choisie,
les composés phénoliques, le stress oxydatif, ainsi qu'un apercu géneéral sur l'activité
antimicrobienne.
La seconde partie du manuscrit porte sur la partie expérimentale, notamment :

o L'extraction, le screening phytochimique et le dosage des métabolites

secondaires.

o L'évaluation in vitro de I'activité antioxydante, antibactérienne et antifongique.

Enfin, la troisieme partie présente les principaux résultats obtenus, leur discussion,

ainsi qu'une conclusion générale et les perspectives.



Partie 1.
Synthese bibliographique



Chapitre | : Geénéralités sur la plante étudiée

1. Histoire et tradition

La mélisse est connue depuis plus de 2000 ans. Elle était traditionnellement utilisée par
les Grecs et les Romains pour ses vertus culinaires et médicinales, notamment contre les
troubles du systéme nerveux (Grinwald et Janicke, 2006). Cette plante aromatique,
médicinale, mellifére et condimentaire ressemble a la menthe, avec laquelle on la confond
souvent (Jorek, 1983 ; Bartels, 1998 ; Bardeau, 2009).

Depuis I'Antiquité, la mélisse est connue et appréciée en tant que plante médicinale en
Europe et au Moyen-Orient. Le médecin persan Avicenne (980-1037) recommandait la
mélisse pour stimuler le fonctionnement cardiaque. De plus, le grand médecin suisse
Paracelse (1493-1541) la considérait comme un cardiotonique trés efficace (Teuscher et al.,
2005). Il s'intéressait a I'extraction de substances actives de cette plante et préparait des
boissons toniques appelées « élixir de la vie » (Babulka, 2005). L'écrivain anglais John
Evelyn (1620-1706) a décrit la mélisse comme une plante qui structure le cerveau, renforce la
santé mentale et supprime la mélancolie (Penchev, 2010). En Angleterre, il est rapporté qu'un
homme nommé John Hussey, qui buvait chaque matin une tasse de tisane de mélisse
citronnelle avec du miel, aurait atteint I'age mémorable de 116 ans (Speck, Ursula et Fotsch,
2009).

La mélisse a été introduite en France au Moyen Age, au début du XVlle siécle, par les
carmes déchausses de la rue de Vaugirard a Paris, qui ont composé la célébre « eau de mélisse
», également connue sous le nom d'« eau des Carmes ». Cette préparation a rendu la mélisse
officinale célebre et tres populaire en tant qu'antispasmodique (Salle, 1991). Les médecins
arabes ont également vanté les vertus antispasmodiques de la mélisse (Schauenberg et Paris,
1977).

Depuis, de nombreuses études ont été réalisees sur la mélisse, notamment en 1978 en
Allemagne, ou les propriétés antivirales de la plante ont été mises en évidence et confirmées

par des recherches menées dans les années 1990 sur le virus de I'herpés (Roux, 2005).

Selon la littérature, la mélisse est une plante qui a traversé les siecles sans déclin. Elle
est recemment introduite en phytothérapie moderne avec l'utilisation de ses extraits présentant
des propriétés spécifiques. Cependant, elle conserve ses propriétés traditionnelles lorsqu'elle
est préparée en tisane ou associée a d'autres plantes (Babulka, 2005). En effet, des études
récentes ont prouvé l'efficacité antitumorale de la mélisse officinale sur plusieurs types de

cancer, notamment les cancers du poumon, du sein, de la prostate, du cblon et du col de
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I'utérus, ce qui suggeére qu'elle peut étre utilisée pour traiter les cellules cancéreuses (Faraji et
al., 2021).
2. Nomenclature

La mélisse officinale, dont le nom scientifique est Melissa officinalis L., tire son
étymologie du nom grec Meleia (meli, melitos = miel). En grec, Melissa signifie « abeille »,
faisant référence a son nectar recherché par les abeilles (Bianchini et Corbetta, 1975).

Le terme officinalis a été donné pour la premiére fois par Carl Von Linné (1707-1778).
Ce terme a été mentionné dans la pharmacopée francaise en 1733, et l'utilisation du mot
officine, qui signifie en frangais « pharmacie », lui a été attribuée pour la premiere fois en
1812 (Penchev, 2010). Sa popularité lui a valu différentes appellations vernaculaires dans

différentes langues (Tableau 1).

Tableau 1 : Noms vernaculaires de la mélisse officinale

Langue Noms vernaculaires Auteurs

Arabe et Badarendjouya, Ferzizou, Tifer n’t | (Baba Aissa, 1999 ; Beloued 2001
Berbere zizoua, Tournadjan, Tizizouit, Ait Youssef, 2006)

Touroundjan, Tindjan, Iferzizwi
ou Tanegilet merzizua

Merzazou, melissa, tronjan. Certains herboristes
Frangais Citronnelle ou citronnade, Thé de (Couplan et Styner, 1994 ;
France, Piment des abeilles ou des | Beloued, 2001 ; Bock, 2010 ; Girre,
ruches, Céline, herbe au citron, 2001)
poincirade (Wichtl et Anton, 2003, Bourgeois,
2007)
Anglais Lemon balm, Common Balm, (Bock, 2010)

Sweet balm , Cure-all.

Italie Cedronella, Citronella, Melissa (Bock, 2010)
vera. (Perrot et Paris, 1971)
Espagne Melisa, Melissa, Tarongina,
Toronyjil.

Pays—bas Citroenmelisse
Allemagne Zitronen-Melisse ;
Melissenblatter , Zitronenkraut ou
Zitronenmelisse




3. Caractéristique botanique

3.1. Classification botanique

La place de la mélisse dans la classification phylogénétique APG 111(2009) est
présentée dans le tableau suivant.
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Tableau 2 : Position systématique de Melissa officinalis L.

Régne Plantae
Sous-Regne Tracheobionta
Division Spermatophyta
Embranchement Spermaphytes

Sous Embranchement

Angiospermes (Magnoliophyta)

Classe: Eudicotyledones
Sous classe: Astéridées
Ordre: Lamiales
Famille: iacé
Lamiacées
Genre: Melissa
Genre et Espece: M.officinalis L.

Il existe trois sous-espéces : officinalis, inodora et altissima (Sari et Ceylan, 2002 ;
Teuscher, et al, 2005) mais c’est la sous-espéce officinalis qui est utilisée en thérapeutique
(Carnat et al., 1998).

3.2. Description de la plante

La mélisse est une plante vivace herbacée de la famille des Lamiacées (figure.l),
atteignant une hauteur de 30 a 80 cm, avec un port ressemblant a celui de la menthe et des
feuilles vert vif dégageant une forte odeur citronnée (Pineau, 2012 ; Alloun, 2019). Elle se
caractérise par des racines gréles, cylindriques et fibreuses. Cette plante forme des touffes
touffues et robustes, se ramifiant abondamment (Bardeau, 2009 ; Botineau, 2011).

Son rhizome court porte de nombreux bourgeons adventifs, contribuant a sa
propagation. La mélisse est recouverte de poils doux et épais, lui conférant une texture

5
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rugueuse, et elle dégage un parfum citronné prononcé. Son goQt est chaud, aromatique et
Iégérement amer (Feknous, 2018).

’

Figurel : a) Plant de Melissa officinalis L.  b) Plants de M. officinalis poussant a 1’état
spontané a Hammam Mélouane

-Latige :
Elle est caractérisée par sa forme dressée et quadrangulaire, une caractéristique typique des
Lamiacées. Elle peut étre plus ou moins velue, avec peu de ramification a la base mais une
ramification importante dans les parties supérieures lors de la floraison. Les rameaux
supérieurs sont bien développés et portent des fleurs, tandis que les rameaux inférieurs sont
courts et dépourvus de fleurs (Ronat, 2001). Les tiges sont généralement rameuses, velues
vers le sommet et prés des nceuds, mais glabres sur le reste de leur longueur. Elles peuvent
atteindre jusqu'a 90 cm de hauteur (Baba Aissa, 1999; Girre, 2001 ; Teuscher et al., 2005).

-La feuille

Les feuilles de la mélisse sont simples, opposées, ovales, parfois légerement

cordiformes, et pétiolées. Elles sont largement dentées en scie, avec une nervation réticulée,
mesurant généralement de 5 a 8 cm sur 4 a 5 cm. La face supérieure des feuilles est d'un vert
vif foncé et rugueuse au toucher en raison de la présence de poils tecteurs fins et courts de
couleur blanche. Les nervures sont saillantes sur la face inférieure, qui est beaucoup plus pale
et glabre, formant un réseau entre les branches duquel le limbe est souleve, donnant a la face

inférieure un aspect gaufré caractéristique. Les feuilles des rameaux axillaires sont plus petites
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et dégagent un parfum doux et citronné lorsqu'elles sont froissées (Bianchini et Corbetta,
1975 ; Ronat, 2001).

-La fleur

Les fleurs sont réunies par 3 a 12 en glomérules axillaires en verticilles (figure 2c), a la
base des feuilles. De couleur blanche a rosée, elles sont formées d’une corolle tubulaire
(figure 2b) constituée de deux levres inégales. La leévre supérieure est dressée (Perrot et
Paris, 1971) et celle inférieure est divisée en trois lobes. Quatre étamines didynames (figure
2d) s’insérent sur le tube formé par la corolle, elles sont courbées et tendent ainsi les unes
vers les autres. Le pistil, quant a lui, est constitué de quatre loges et possede un long style
terminé par un stigmate. Le calice (figure 2e) est bilabié et pubescent (Wichtl et Anton,
2003).

-Le fruit
C’est un tétrakene a odeur aromatique, il contient quatre minuscules graines luisantes de

couleur brun foncé (Pineau, 2012).

Figure 2 : Mélisse officinale (Melissa officinalis) (Pineau, 2012)

a : plante entiére ; b : fleur zygomorphe ; ¢ : fleurs disposées en verticilles & la base des feuilles ; d : quatre
étamines ; e : calice bilabié et pubescent ; f : feuille ; g : tige carrée.
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3.3. Habitat et culture

La melisse, un sous-arbrisseau vivace en touffes originaire d'Europe méridionale, d'Asie
occidentale et d'Afrique du Nord, pousse désormais dans le monde entier (Sari et Ceylan,
2002 ; Petrisor et al., 2022). Bien que rarement spontanée, elle se trouve a I'état spontané
dans les broussailles mi-ombragées jusqu'a 1000 métres d'altitude, souvent dans des endroits
ou poussent les orties (Bardin, 2004 ; Polese, 2006). Elle est fréquente dans les endroits
incultes le long des haies, dans les bois, sur les bermes des routes, dans les terrains vagues et
aux abords des habitations (Bianchini et Corbetta, 1975 ; Boullard, 2001). La mélisse croit
a l'état subspontané dans presque toute la France, particulierement dans les lieux frais du
Midi, dans les Alpes, les Pyrénées et méme dans les environs de Paris (Bagdat et Cosge,
2006). Elle se rencontre également dans le sud de I'Allemagne, en Europe occidentale,

particulierement en Espagne, ainsi qu'en Amérique du Nord.

Dans I'Atlas marocain, notamment dans la région d'Agadir, la mélisse pousse de

maniére spontanée. On la trouve aussi en Tunisie.

En Algérie, la mélisse est cultivée dans les régions de la Kabylie, mais elle est
également spontanée dans les montagnes du Tell, ou elle était signalée comme assez rare
jusqu'en 1962. On l'observe dans les ravins humides des montagnes de Babors, du Djurdjura
et de I'Atlas Blidéen, ainsi que dans les decombres, les endroits frais, les foréts et aux

alentours des maisons (Feknous, 2018).

M.officinalis L. pousse sur presque tous types de sols, sauf les plus humides, et peut
devenir envahissante en sols légers et fertiles. Elle préfére un sol bien drainé, sablonneux ou
argileux, riche en humus, et une exposition ensoleillée. Bien qu'elle puisse tolérer des endroits
ombragés, cela réduit sa teneur en huile essentielle (Teuscher et al., 2005). La culture de la
mélisse demande un sol profond et riche en éléments nutritifs, ainsi qu'une exposition

ensoleillée et abritée.

La multiplication se fait par semis printaniers, par boutures, ou par division du rhizome,
et la plante se resseme souvent seule. Sensible au gel, la mélisse doit étre protégée en hiver et
est vulnérable a la rouille des feuilles (Septoria melissae Deson) et aux attaques d'escargots.
Les parties aériennes se cueillent au début de I'été, juste avant la floraison (Gilly, 2005 ;
Feknous, 2018).
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4. Composition phytochimique et principes actifs

La mélisse a fait ’objet de plusieurs études chimiques dans le but d’identifier ses
principes actifs, notamment son huile essentielle et les polyphénols qu'elle contient. Ces
études ont révelé que les parties aériennes renferment de nombreux constituants appartenant
aux meétabolites secondaires et primaires, dont les teneurs varient selon les conditions
géographiques et climatiques, ainsi que les méthodes d’étude utilisées (extraction et
détection).

Des études chimiques sur la composition de Melissa officinalis ont révélé qu'elle contient
principalement des flavonoides, des terpénoides, des acides phénoliques, des tanins et de
I'huile essentielle (Zarei et al., 2014). Les principaux constituants actifs ( figure.4) sont des
composes volatils (geranial, néral, citronellal et géraniol), des triterpenes (acides ursolique et
oléanolique), des composes phenoliques (acides rosmarinique, caféique et protocatéchique),
des flavonoides (quercétine, rhamnocitrin, lutéoline), des composés phytostéroliques (-
sitostérol et stigmastérol) et des composes polycycliques (iridoides et coumarines) (Shakeri et
al., 2016 ; Miraj et al., 2017 ; Kittler et al., 2018 ; Petrisor et al., 2022).

4.1. L’huile essentielle de la mélisse

L’huile essentielle, obtenue par distillation a la vapeur d'eau ou extraction chimique des
fleurs, feuilles et branches fraiches ou séchées, est caractérisée par une odeur de citron frais et
une couleur jaune clair (Bagdat et Cosge, 2006). Elle est souvent considérée comme le
principal agent thérapeutique. Ses principaux composants sont le citronellal, le citral, le
linalol, le géraniol, le néral, le caryophylléne et le B-pinéne (Abdellatif et al., 2014 ; Shakeri
et al.,, 2016). La teneur de la mélisse en HE varie de 0,05 a 0,3 %. Elle renferme
majoritairement du citral (mélange de géranial = citral a et de néral = citral b) et du citronellal.
Ces deux terpénes sont responsables de I’odeur et de la saveur de la mélisse.

Elle renferme également d’autres constituants minoritaires : B-caryophylléne dont la teneur
peut atteindre jusqu’a 28% et au cours de la conservation elle se transforme en époxydes de -
caryophylléne I et II, germacréne D (jusqu’a 15%, mais pouvant aussi étre absent), 6-
méthylhept-5-eéne-2-one (jusqu’a 9%), acétate de géranyle (jusqu’a 6%), a-copaéne (jusqu’a
5%), nérol (jusqu’a 5%), méthylcitronellal (jusqu’a 5%, mais pouvant étre absent) et
géraniol(figure.3).

L’HE renferme également des composés volatils présents sous formes hétérosidiques comme
des glycosides de citronellol, de phényléthanol, d’eugénol, de benzylalcool et d’oct-1-én-3-ol
(Wichlt et Anton, 2003 ; Teuscher et al., 2005).

9
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Figure 3: Structure chimique des principaux constituants de I'HE de la mélisse
(Wichlt et Anton, 2003).

4.2. Polyphénols :

Les polyphénols, ou composés phénoliques, constituent une vaste famille de
molécules présentes dans le regne vegétal, produits du métabolisme secondaire des
plantes. lls sont hydrosolubles lorsqu'ils sont sous forme d'hétérosides (Yusuf, 2006).
Leur biosynthése résulte de la condensation de l'acétyl-coenzyme A et de la
phénylalanine, produisant une grande diversité de molécules spécifiques a certaines
especes, organes ou tissus (Nkhili, 2009). Les principales sous-classes incluent les acides
phénols, les flavonoides, les lignines et les tanins (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

4.2.1. Acides phénoliques

Un acide phénolique (ou acide-phénol) est un composé organique polaire constitué
d’au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Dans le monde végétal, ce
terme désigne les dérivés cinnamiques (C6-C3) et les dérivés benzoiques (C6-C1). L’acide
rosmarinique, comme son nom I’indique, a été isolé et identifié pour la premicre fois a partir
du romarin (Rosmarinus officinalis) par Pereira et al. (2005). Pourtant, il est présent en plus
grande quantité dans les feuilles de mélisse, ou sa concentration est de 3,9% contre 2,5% dans

le romarin (Geller et al., 2010).

10
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Sa teneur peut toutefois atteindre les 4,7 % (Gruenwald et al., 2007). L’acide rosmarinique
est un ester de I’acide caféique et de 1’acide 3,4-hydroxyphényllactique (Pereira et al., 2005).
C’est une molécule polaire (ce qui explique sa solubilité dans 1’eau et 1’éthanol). Il est présent
chez les Lamiacées, les Borraginacées et les Apiacées (Penchev, 2010) et est supposé
participer aux mécanismes de défense de la plante (Petersen et Simmonds, 2003).

Ils peuvent étre extraits par les solvants organiques en milieu légérement acide. Les acides
phénols sont des molécules instables qui ont tendance a s’oxyder, notamment en milieu
alcalin (Bruneton, 2009).

La Pharmacopée francaise (10°™ édit.) indique que les feuilles de séches de M
officinalis doivent contenir au minimum 5 % de dérivés hydroxycinnamiques totaux,
exprimés en acide rosmarinique. Les acides-phénols sont trés communs. Rarement libres, ils
sont souvent estérifiés. Les dérivés de I’acide hydroxycinnamique sont appelés aussi tanins de
lamiacées. Leur teneur au niveau de la mélisse peut atteindre jusqu’a 7 %. Ils renferment
I’acide rosmarinique, les acides caféique et chlorogénique, le 2-(3°,4’- dihydroxyphényl)-1,3-
benzodioxol-5-aldéhyde et les acides mélitriniques A et B (trimeres de I’acide caféique)
(Teuscher et al., 2005). Les acides phénoliques sont des constituants bioactifs importants de
Melissa officinalis, incluant les acides rosmarinique, caféique, chlorogenique et férulique.
Selon les profils phenoliques des trois types d'extraits étudiés par Ghiulai et al.(2020) I'acide
rosmarinique a été obtenu en plus grande quantité (86,637ug/g). L'extraction par sonication
avec du méthanol a favorisé I'extraction de tous les composés phénoliques recherchés. Ainsi,
la technique d'extraction influence la concentration des composés, certains étant présents en
grande quantité tandis que d'autres peuvent ne pas étre détectés.

4.2.2. Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles. 1’état naturelles flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
d’hétérosides (Bruneton, 1999 ; Ghestem et al., 2001).

La teneur de la mélisse en flavonoides se situe entre 0,2 % et 0,7 % (Bruneton, 2009).
Il s’agit des hétérosides de lutéoline, d’apigénine, de quercétine, de kaempférol, comme le
lutéoline-3’-glucuronide, le cynaroside (lutéoline-7-O- glucoside), I’isoquercitrin (quercétine-
3-O-glucoside), la cosmosiine (apigénine-7-O-glucoside) ainsi que I-rahmnazine (3,7-

diméthoxykaempférol) et le 7-méthoxykaempférol (Feknous, 2018).
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4.2.3. Triterpenes

Les triterpénes sont des composés en C30 issus de la cyclisation du squaléne ou de
I'époxysqualéne. 1ls posseédent le plus souvent une fonction oxygénée en 3. Ce sont des
molécules fortement lipophiles, propres au monde végétal (Bruneton, 2009), tandis que les
stéroides qui en dérivent sont communs aux deux régnes. L’acide ursolique et I’acide
oléanolique sont des triterpénes contenus dans les feuilles de mélisse (Bruneton, 2009). Ce
sont deux isomeres largement répandus dans le monde végétal (Liu, 1995).
4.2.4. Autres composés minoritaires

Les feuilles de mélisse posseédent également des tanins catéchiques qui correspondent
aux proanthocyanidols. Ils possedent des propriétés sur 1’éréthisme cardiaque (Thoby, 2009).
Comme beaucoup de plantes, la mélisse contient des vitamines, notamment B1 et B2 (Thoby,
2009), de la chlorophylle, des cires et des stérols, ainsi que de ’acide succinique (Penchev,
2010). Une etude menee par Ashori et al. (2011) a analysé la composition chimique de la tige
de Melissa officinalis, révélant une teneur élevée en alpha-cellulose et faible en lignine.
Komes et al. (2011) ont rapporté la présence de tanins, d'acides phénoliques et de flavonoides
dans des extraits non hydrolysés et hydrolysés de diverses plantes, y compris Melissa
officinalis. Dias et al. (2012) ont comparé deux échantillons commerciaux, un échantillon de
culture in vitro et un échantillon de culture normale, et ont observé que les échantillons de
culture in vitro contenaient les niveaux les plus élevés de proteines et de cendres, tandis que

les échantillons commerciaux granuleux avaient les niveaux les plus élevés de glucides.
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Figure 4 : La composition de Melissa officinalis et ses effets pharmacologiques
(Petrisor et al., 2022)
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5. Utilisation de la mélisse :

La mélisse officinale est utilisée dans plusieurs domaines thérapeutiques, culinaires, agricoles
et industriels.

5.1 Domaine thérapeutique :

La melisse (Melissa officinalis L.) est largement utilisée en médecine traditionnelle
pour ses propriétés relaxantes et sédatives, surtout en cas d'anxiété, de dépression légere, de
nervosité et d'irritabilité. Elle est également indiquée pour apaiser les palpitations cardiaques
d'origine nerveuse et les troubles digestifs liés a I'anxiété (Iserin, 1997 ; Cases et al., 2011).
Sous forme de jus ou de thé, elle calme les céphalées, troubles gastro-intestinaux, asthme,
bronchite, et améliore les insuffisances cardiaques. En usage externe, elle soulage les piqlres
d'insectes et les douleurs rhumatismales (Pizzorno et Murray, 2006). La mélisse est souvent
combinée a d'autres plantes pour ses effets therapeutiques.

Des études cliniques montrent I'efficacité de I'association mélisse-passiflore dans le
traitement de l'anxiété (Roux, 2005). La mélisse pourrait ralentir lI'activité thyroidienne et est
donc déconseillée pour les personnes ayant une thyroide hypoactive (Hosein et Rogers,
2005). Elle est egalement utilisée en aromathérapie pour ses propriétés analgésiques et
bactériostatiques (Boullard, 2001). Les etudes se sont concentrées sur les extraits de feuilles,
révélant des profils phénoliques corrélés a des effets antiprolifératifs (Encalada et al., 2011),
antiangiogéniques (Ghiulai et al., 2020), antiviraux (Astani et al., 2012 ; Astani et al.,
2014), antioxydants (Pereira et al., 2009 ; Ehsani et al., 2017), anxiolytiques (Ghazizadeh
et al., 2020), antidépresseurs (Ghazizadeh et al., 2020), anti-Alzheimer (Girbiz et al.,
2019), neuroprotecteurs (Bayat et al., 2012), cardioprotecteurs (Sedighi et al., 2019),
antifongiques (El Ouadi et al., 2017 ; Araujo et al., 2019) et antibactériens (Ehsani et al.,
2017). Récemment, une étude réalisée par Shahsavari et al. (2024) a signalé la mélisse
comme un remede potentiel en cas de dyslipidémie. Les parties aériennes de la mélisse sont
employées de multiples facons : infusion, teinture, lotion et onguent (Iserin, 1997).

5.2 Domaine culinaire :

La mélisse, fraiche ou séchée, se marie parfaitement avec les plats acides. Les feuilles
fraiches, au parfum citronné, peuvent remplacer la menthe dans les ragodts, les soupes froides
et les boissons rafraichissantes (Jorek, 1983). Selon Bartels (1998), elles sont idéales pour
les salades de fruits, les compotes, les jus, le thé et les marmelades. Elles aromatisent
également les gibiers, les poissons, les viandes et les volailles, ainsi que les sauces, les farces
et les marinades. La mélisse ajoute une touche parfumée aux légumes cuits a la vapeur et aux
desserts tels que les flans et le lait. Pour préserver son arbme, il est préférable d’ajouter les
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feuilles en fin de cuisson. Dans la cuisine orientale, la mélisse est utilisée comme épice, et ses
feuilles macérées dans du vinaigre sont parfaites pour les assaisonnements de salades. Elle
s’invite également dans la patisserie aux agrumes, comme le citron et I’orange (Kocherane,
2011).

5.3 Domaine agricole :

La mélisse est effectivement une plante polyvalente avec de nombreuses applications
dans l'apiculture et l'agriculture durable. Traditionnellement, les apiculteurs méditerranéens
utilisaient la mélisse pour attirer et retenir les abeilles prés de la ruche (Bartels, 1998). En
agriculture, la mélisse est reconnue pour ses bienfaits comme plante compagne, aidant a
attirer les insectes bénéfiques et a repousser les ravageurs, ce qui favorise la santé et la
productivité des cultures avoisinantes.

De plus, I'huile essentielle de mélisse peut étre utiliseée comme pesticide et fongicide
naturel, offrant une alternative écologique aux produits chimiques synthétiques. La mélisse a
également un potentiel en tant que culture de rotation ou de couverture, améliorant la santé du
sol et réduisant I'érosion grace a sa forte production de biomasse et sa capacité d'adaptation a
différents types de sol (Greff et al., 2023).

5.4 Domaine industriel :

5.4.1. En cosmetologie et pharmacie

La mélisse occupe une place non négligeable en aromathérapie mais aussi, en
cosmétologie, son huile essentielle est trés appréciée dans la parfumerie grace a 1’hydrosol
qu’elle renferme (Truelle, 2009). Cette huile essentielle constitue un composant intéressant
pour I’¢laboration de divers produits de beauté et peut étre utilisée dans les shampoings,
creme de jour, ainsi que dans les lotions et produits de toilette pour le visage et le corps. De
plus, la mélisse est un ingredient clé dans la composition de multiples dentifrices et de bains

de bouche, et elle entre également dans la composition des produits d’hygiéne (Roux et al.,

2008).

Par ailleurs, la pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végeétale, trouvant chez les plantes des molécules actives nouvelles ou des matiéres premiéres
pour la semi-synthése (Schnaubelt, 1998). La mélisse est ainsi utilisée dans les ingrédients de
plusieurs médicaments somniféres, de détente, et calmants, sous forme galénique de
comprimés, gélules, cremes a la mélisse et sachets pour la tisane, souvent fournis aux

pharmaciens qui les conditionnent eux-mémes (Vidal, 2010).
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5.4.2. En agro-alimentaire

Dans I’industrie agro-alimentaire, on cherche toujours & avoir une conservation saine
et de longue durée pour les produits consommés ainsi qu’une bonne qualité organoleptique.
Une nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-organismes reside dans
’utilisation des huiles essentielles. L’activité antimicrobienne de la mélisse s’est avérée
efficace pour inhiber la croissance des levures responsables de la détérioration des aliments

(Bagdat et Cosge, 2006). Elle est aussi utilisée comme additif dans les aliments (Adinee et
al., 2008).
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1. Activité antioxydante

Ces derniéres années, nous avons observé un regain d’intérét des consommateurs pour
les produits naturels. C’est pourquoi les industriels développent de plus en plus des procédés
mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Les antioxydants
naturels sont souvent associés aux métabolites secondaires, ce qui en fait une alternative
intéressante en raison de leurs propriétés thérapeutiques. De nombreuses études ont été
menées sur I'extraction, I'identification et la quantification de ces composés a partir de plantes

médicinales et de produits agroalimentaires.
1.1.Définition

L'activité antioxydante se réfere a la capacité d'une substance a inhiber ou neutraliser
les effets des radicaux libres dans l'organisme. Les radicaux libres sont des molécules
instables qui peuvent causer des dommages aux cellules, aux protéines et a I'ADN,
contribuant ainsi au vieillissement et a diverses maladies, y compris le cancer, les maladies
cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Georgetti et al., 2003; Halliwell et
Gutteridge, 2015; Belaich et Boujraf, 2016).

1.2. Stress oxydatif
Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du « stress oxydant ». Il s'agit d'une situation ou la cellule ne
parvient plus a contréler la présence excessive de radicaux oxygeénés toxigues, une situation

que les chercheurs associent a la plupart des maladies humaines (Favier, 2003).

1.2. 1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des especes oxygenées
réactives (EOR) et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs
(Boyd et al., 2003). Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel
et Barouki, 1999).

1.2. 2. Les espéces oxygénées réactives (EOR)

L’appellation espeéces oxygénées réactives (EOR) ou ROS (de I'anglais Reactive
Oxygen Species) (figure 5) inclut les radicaux libres de 1’oxygene (radical superoxyde,
radical hydroxyle, monoxyde d’azote), mais aussi certains dérivés réactifs non radicalaires
dont la toxicité est plus importante, tels que le peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite

(Bartosz, 2003; Halliwell et Whiteman, 2004).
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Figure 5 : Différentes formes d’especes réactives de I’oxygéne(ERO)
(Debydupont et al., 2002)
1.2. 3. Le stress oxydatif et son effet sur I’organisme

Le stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre entre la production des espéces

radicalaires et les capacités de défense antioxydante de 1’organisme (Beaudeux et Durand,

2011). Ce désequilibre peut avoir diverses origines (figure 6), telles que 1’exposition aux

radiations (exposition importante au soleil, radioactivite artificielle ou naturelle), la pollution,

le contact avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise

de certains médicaments, la pratique du sport intensif, et tout processus susceptible de

surcharger les réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante

(Salah et al., 1995; Guillouty, 2016).
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Figure 6: Origine extracellulaire et intracellulaire des radicaux libres dérivés de

I’oxygene (Afonso et al., 2007)

La production d’especes réactives de I’oxygeéne (EOR) est utile, mais peut étre néfaste
pour I’organisme en cas de production excessive et en I'absence de mécanismes de défense.
L’accumulation des EOR a pour conséquence I’apparition de dégats cellulaires et tissulaires
souvent irréversibles. Les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines, les lipides
et I’acide désoxyribonucléique (Halliwell et Whiteman, 2004; Valko et al., 2006). C’est ce
que I’on appelle le stress oxydatif. Celui-ci peut favoriser la survenue de pathologies telles
que les cancers, les maladies cardiovasculaires et les maladies dégénératives, ainsi qu’un
vieillissement prématuré (Georgetti et al., 2003 ; Atawodi, 2005 ; Belaich et Boujraf,
2016). Une des principales consequences du stress oxydatif est la mort cellulaire
programmée, ou apoptose (figure 7).
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Figure 7 : Certaines pathologies résultant du stress oxydatif

1.3. Les radicaux libres

Par définition, les radicaux libres sont des entités chimiques possédant un électron non
apparié, ou "célibataire”, sur la couche périphérique du squelette moléculaire. Cet électron
célibataire se forme suite a un apport d’énergie suffisant pour entrainer la rupture des liaisons
entre les électrons (Servais, 2004). Les radicaux libres peuvent étre des especes réactives de
I’oxygéne (ERO) ou des espéces réactives de 1’azote (ERA) (Afonso et al., 2007; Mac
Laren, 2007). Dotés d’une forte réactivité, ils peuvent perturber les structures moléculaires
en oxydant les lipides membranaires, les protéines cellulaires et les acides nucléiques, ce qui
peut provoquer la mort cellulaire (Feknous, 2018). Ainsi, les radicaux libres participent
également au fonctionnement de certaines enzymes, au cycle cellulaire, au fonctionnement de
certains neurones, notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de l'ovule, et a la

régulation des génes (Favier, 2003).

1.3.1. Les principaux radicaux libres

> L’anion superoxyde : lorsque la molécule d’oxygene recoit une quantité d’énergie
suffisante, elle peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi ’anion superoxyde.

Cet anion agit comme un facteur oxydant dans de nombreuses réactions.

O: +6 ——» O
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> Le radical hydroxyle : (OH.), il est trés réactif vis-a-vis des structures organiques et joue
un role initiateur dans 1’auto-oxydation lipidique.

> Le radical peroxyde : (ROO.)

L’oxygene singulet :(02’), forme « excitée » de 1’oxygéne moléculaire, est souvent assimilé a
un radical libre en raison de sa forte réactivité (Hadi, 2004 ; Alloun, 2019).
1.3.2. Origine des radicaux

Ils sont produits par divers mécanismes physiologiques pour détruire les bactéries au
sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler des fonctions
cellulaires létales telles que la mort cellulaire programmée, ou apoptose (Favier, 2003).
Cependant, au contact de I’oxygeéne avec certaines protéines du systéme respiratoire, une
production d’anions superoxyde se produit lors du fonctionnement de la chaine

mitochondriale.

L’inflammation est également une source importante de radicaux oxygénés, produits
directement par les cellules phagocytaires activées. Le monoxyde d’azote est généré par les
systémes enzymatiques, notamment les différentes NO synthétases, pour médiation par les

neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages (Favier, 2003).

Les mécanismes des cycles redox, produits par ’oxydation de molécules comme les quinones
dans I’organisme, sont une source importante de radicaux libres. Ce cycle redox se produit
soit spontanément, soit principalement lors de I’oxydation de ces composé€s au niveau du
cytochrome P450. Les rayonnements peuvent générer des radicaux libres, et les particules
inhalées (amiante, silice) sont également une source de radicaux libres (Favier, 2003 ;
Alloun, 2019).

1.4. Les antioxydants

1.4.1. Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’atténuer
I’oxydation de ce substrat (Antolovich et al., 2002). Cette définition fonctionnelle
s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux propriétés
catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydrosolubles ou liposolubles.
Cette grande variété physico-chimique permet aux antioxydants de se trouver dans tous
les compartiments de 1’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou

extracellulaires (Sallouh et Nouioui, 2019).
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1.4.2. Classification des antioxydants

Il existe deux classes d’antioxydants :

les endogenes et les exogeénes. Les

antioxydants endogenes sont principalement des enzymes, telles que la superoxyde

dismutase, la catalase et la glutathion peroxidase. En revanche, les antioxydants exogénes

sont apportes de I'extérieur, par exemple par I'alimentation, et incluent des vitamines et des

polyphénols (Pincemail et al., 2002). La classification de tous les antioxydants connus est

complexe, mais ils sont généralement classés selon leur mécanisme d’action ou leur nature

chimique. On distingue :

1. Selon leur cible et leur mécanisme d’action :

» Antioxydants primaires : Ceux qui préviennent la formation de radicaux libres en

interrompant les chaines de réactions oxydatives, comme illustré dans la figure 8. Ils

incluent:

- Superoxyde dismutase (SOD) : enzyme qui catalyse la dismutation du superoxyde

en oxygene et en peroxyde d'hydrogéne.

- Catalase : enzyme qui catalyse la decomposition du peroxyde d’hydrogene en eau et

en oxygene.

- Glutathion peroxidase : enzyme qui reduit les peroxydes lipidiques et le peroxyde

d'’hydrogene en utilisant le glutathion (Huang et al., 2005).

» Antioxydants secondaires : Ceux qui agissent en neutralisant les radicaux libres déja

formés ou en réparant les dommages causés par ces radicaux.

R. libres primaires

Antioxydants primaires

I/_;;;};— £

catalase )

\\ peroxydase [
=
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ROO.

Antioxydants organiques

i e
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\
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Figure 8 : Les systéemes de défense contre les radicaux libres (Binov, 2001)
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2. Selon leur origine :

o Antioxydants naturels : Ceux qui sont synthétisés dans 1’organisme, tels que les
antioxydants enzymatiques, ou apportés par [’alimentation. Les antioxydants
enzymatiques, comme le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxidase
et la glutathion réductase, sont considérés comme la premiére ligne de défense de
notre organisme contre les especes réactives de l'oxygéne (ERO). Les antioxydants
apportés par I’alimentation (figure 9) incluent :

e Acide ascorbique (vitamine C)

e Tocophérol (vitamine E)

e Caroténoides tels que le B-caroténe (provitamine A)

o Composés phénoliques tels que I’acide gallique

p-caroténe (provitamine A)

OH
vg i \‘//-/

HOC OH OH

Acide ascorbique (vitamine C) Acide gallique

HO

Me Me Me
Me

Tocophérol (vitamine E)

Figure 9 : Structure des antioxydants naturels les plus connus.

o Antioxydants synthétiques : Ceux qui sont produits par des procédés industriels
(Vergely et Rochette, 2003), tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le
butylhydroxytoluéne (BHT), le gallate propylé (PG) et le tétrabutylhydroquinone
(TBHQ). Ces antioxydants sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins

chers que les antioxydants naturels (figure 10).
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Figure 10 : Structure chimique de quelques antioxydants synthétiques (Kholkhal, 2014)

1.5. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

Ces derniéres années, plusieurs méthodes de la détermination de I’activité antioxydant
ont été proposées. La majorité de ces tests sont basés sur la mesure de la capacité relative des
antioxydants a piéger les radicaux en comparant avec celle d’un antioxydant standard. Ces

méthodes se basent sur des principes différents (Marinova et Batchvarov, 2011) :

v’ Piégeage des radicaux peroxyles : ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et
TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Power)

v" Pouvoir de réduction du métal : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) et
CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Power)

v Piégeage des radicaux organiques : ABTS (2,2-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-
sulfonic acid) et DPPH (2,2- Diphenyl-1-picrylhydrazyl),

v" Quantification des produits formés durant la peroxydation lipidique : TRAPS

(Thiobarbituric Acid Reactive Substances).

Une étude récente réalisée par Alam et al. (2013) révele que la méthode du piégeage des
radicaux DPPHe est le test le plus souvent adopté pour I’estimation in vitro du pouvoir
antioxydant d’un échantillon.
1.5.1. Test de réduction du radical stable DPPHe

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,o-diphényl-B-picrylhydrazyle) fut Il'un des
premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoliques. Il posséde un électron non apparié, typiquement représenté sur

I’atome d’azote adjacent au noyau picryle, mais fortement délocalis¢ (figure 11). Cette
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délocalisation explique I’existence du DPPHe* sous une forme monomere relativement stable
a température ambiante. La délocalisation provoque également la couleur violette bien

caracteristique de la solution de DPPHs-.

4 4 g
N NN

|
N+ + AH —> NH + A

O3;N NO; OsN NO2
NO; NO;
DPPH DPPH-H
(purple, 517 nm) (colorless)

Figure 11 : Structure du DPPH avant et aprés la réaction avec un antioxydant
(Guillouty, 2016).

La decoloration de ce radical suite a une reaction avec un antioxydant, composé donneur
d'atomes H, peut étre suivie par la mesure de I’absorbance a 515-520 nm (Prior et al., 2005) .
Dans cette méthode, I’efficacité antioxydante est mesurée a la température ambiante, en
éliminant, ainsi, le risque de la dégradation thermique des molécules testées. Cependant, le
mécanisme réactionnel entre le DPPHe et un antioxydant dépend de la conformation
structurelle de I’antioxydant. Le test est largement utilisé au niveau de 1’évolution des extraits

naturels tres riches en composés phénoliques (Yi-Zhong et al., 2006).

1.6. Effet antioxydant de la mélisse officinale

La melisse (Melissa officinalis) est largement reconnue pour ses propriétés
antioxydantes. Les principaux composés responsables de cette activité antioxydante sont les
polyphénols, les flavonoides, I'acide rosmarinique, l'acide caféique et les huiles essentielles,
qui neutralisent les radicaux libres et préviennent le stress oxydatif. Les mécanismes d'action
incluent la neutralisation des radicaux libres, l'inhibition des enzymes oxydantes et
l'augmentation des défenses antioxydantes endogénes telles que le superoxyde dismutase
(SOD), la catalase et le glutathion.
De nombreuses études confirment ces propriétés. Ekrem et al. (2017) ont révélé que
I'administration de suppléments de mélisse officinale chez des patients atteints de diabete de
type 2 pouvait augmenter les niveaux d'enzymes antioxydants et réduire le stress oxydatif.
Yadegarinia et al. (2020) ont trouvé une corrélation significative entre les niveaux d'acide

rosmarinique dans les huiles essentielles de mélisse et leur activité antioxydante, montrant
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une capacité notable a protéger les cellules contre les dommages oxydatifs induits par le
peroxyde d'hydrogene. Ainsi, Barreto et al. (2021) ont démontré que les extraits de mélisse
possedent une activité antioxydante élevée, inhibant efficacement les radicaux DPPH et
ABTS. De plus, Hossain et al. (2022) ont confirmé ces propriétés en utilisant diverses
méthodes telles que le test FRAP et la capacité antioxydante totale (TAC), montrant une
capacité élevée des extraits de mélisse a réduire les radicaux libres.

En Algérie, plusieurs études sur l'activité antioxydante de la mélisse (Melissa officinalis)
mettent en lumiére son potentiel thérapeutique. Bouayed et al. (2011) ont révélé une forte
activité antioxydante des extraits de mélisse, attribuée a sa richesse en composés phenoliques.
Ben abdesselam et al. (2014) ont confirmé que ces extraits protégent efficacement contre les
dommages oxydatifs dans des modéles cellulaires. Boudjelal et al. (2015) ont découvert que
les huiles essentielles de mélisse possedent une activité antioxydante remarquable,
notamment grace a des composés comme le citral et le citronellal. Enfin, Remini et al. (2017)
ont noté que l'extrait éthanolique de melisse augmente les niveaux d'antioxydants endogenes
et inhibe efficacement les radicaux libres. D'autres études sur les huiles essentielles de la
mélisse soulignent également son potentiel antioxydant en Algérie, en la présentant comme
une source d'antioxydants naturels, ouvrant la voie a des applications dans les domaines
thérapeutiques et industriels (Feknous, 2018 ; Alloun, 2019 ; Boudjema et al., 2021).

2. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne se refere a la capacité d'une substance a inhiber la
croissance ou a tuer des micro-organismes tels que les bactéries, les champignons, les virus et
les protozoaires. Les agents antimicrobiens, incluant les antibiotiques, antifongiques,
antiviraux et antiparasitaires, agissent par divers méecanismes, comme la perturbation de la
membrane cellulaire des microbes ou l'inhibition de la synthese de protéines. L'étude de cette
activité est cruciale pour développer de nouveaux traitements, particulierement face a
l'augmentation alarmante de la résistance des microbes aux antibiotiques. Dans ce contexte,
la recherche de nouvelles substances antimicrobiennes est devenue une priorité scientifique.
Les plantes médicinales, riches en métabolites secondaires aux propriétés antibactériennes et
antifongiques, émergent comme des sources prometteuses de nouveaux agents

antimicrobiens, offrant des alternatives potentielles aux traitements actuels.
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2.1. Les principales substances antimicrobiennes
2.1.1. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques qui inhibent la croissance ou
détruisent les bactéries. lls peuvent étre d'origine naturelle, semi-synthétique ou entierement
synthétique. Leur découverte et utilisation ont révolutionné la médecine moderne, permettant
le traitement efficace de nombreuses infections bactériennes auparavant mortelles, sans
exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les
distingue des antiseptiques. Cependant, la montée de la résistance bactérienne aux
antibiotiques constitue une menace croissante pour la santé publique mondiale (Wright,
2016 ; Brown et Wright, 2016).

La plupart des antibiotiques exercent leurs effets antibactériens en ciblant la paroi
cellulaire bactérienne et la synthese des protéines. Par exemple, les béta-lactamines inhibent
la synthese de la paroi cellulaire, tandis que les aminoglycosides et les tétracyclines
perturbent la synthese des protéines. D'autres antibiotiques, comme les rifamycines, inhibent
la synthese de I'ARN en se liant a I'ARN polymérase bactérienne (Lewis, 2013).

Malgré leurs nombreux avantages, les antibiotiques présentent egalement certains
inconvénients et limites : effets secondaires, toxicité des molécules antimicrobiennes pour
l'organisme traité, et difficultés rencontrées dans le traitement des maladies nécessitant la
destruction des bactéries pathogénes indépendamment des défenses du patient. De plus,
I'utilisation excessive et inappropriée des antibiotiques a conduit a I'émergence de résistances

bactériennes, rendant certains traitements moins efficaces voire inefficaces (\entola, 2015).

+ Résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne se définit par la capacité d’un micro-organisme a se
développer en présence d’un agent antimicrobien, dont I’action empéche ou ralentit
normalement sa croissance. Elle est dite naturelle lorsqu’elle est liée aux caractéres
génétiques normaux de I’espéce bactérienne. Elle est dite acquise lorsqu’elle touche des
souches au sein d’une espéce bactérienne normalement sensible.
Les bactéries ont démontré leur capacité a accroitre leur résistance aux antibiotiques par une
multitude de mécanismes dont la nature et I’efficacité varient selon les espéces et les
produits. Les principales stratégies connues sont de quatre types (Levinson, 2014 ; Paolozzi
et Liébart, 2015).
-Production d’enzymes inactivatrices des antibiotiques : par exemple, les béta-lactamases.

-Modification des cibles des antibiotiques : empéchant 1’action de ces derniers.
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-Diminution de la perméabilité cellulaire : réduisant ’entrée des antibiotiques dans la
cellule.
-Réduction des concentrations intracellulaires d’antibiotiques : souvent due a un
transport actif vers I’extérieur de la cellule via des transporteurs membranaires appelés
pompes d’efflux (Cattoir, 2004).
2.1.2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques présents dans diverses plantes sont parmi les principaux
agents antimicrobiens d'origine naturelle. Ils ont démontré une activité antimicrobienne
contre un large éventail de micro-organismes. Des études in vitro et in vivo ont confirmé
l'efficacité de nombreux composés flavoniques, tels que l'apigénine, le kaempférol, la
quercétine et la lutéoline, contre des souches bactériennes a Gram négatif comme Escherichia
coli et a Gram positif comme Staphylococcus aureus (Cushnie et Lamb, 2011 ; Ulanowska
et al., 2007). Des flavonoides isolés des fruits de Terminalia bellerica et de larbuste
Eysenhardtia texana ont montré une activité contre Candida albicans, tandis que des flavones
isolées de la plante Artemisia giraldi ont exhibé une activité contre Aspergillus flavus, un
mycéte pathogene pour les patients immunosuppressifs (Valsaraj et al., 1997 ; Wéchter et
al., 1999; Silva et al., 2016). L'activité antimicrobienne des composés phénoliques a été a la
base de nombreuses applications prometteuses pour le développement de nouveaux agents
thérapeutiques et de produits de préservation des aliments, avec des applications potentielles
dans la médecine traditionnelle, la médecine alternative et diverses industries (Silva et al.,
2016).

2.2. Les souches microbiennes utilisées dans les tests antimicrobiennes
2.2.1. Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensale du tube digestif de ’homme et de
I’animal (Kaper et al.,, 2004). Elle est non sporulée, de type aérobie facultative et
généralement mobile grace a ses flagelles. Sa longueur varie de 2 a 6 um, tandis que sa
largeur est de 1,1 a 1,5 pm. E. coli est l'agent pathogene le plus fréquemment impliqué dans
les infections aigués des voies urinaires. Elle est également responsable de diarrhées
estivales, de diarrhées infantiles et d'intoxications alimentaires (Croxen et al., 2013; Jang et
al., 2017).

2.2.2. Staphylococcus aureus
Ce sont des cocci a Gram positif avec un diametre de 0,5 a 1,5 um, de forme non sporulée,

qui tendent a s e grouper en paires ou en petites chaines. Ces bactéries sont habituellement
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non capsulées ou possédent des capsules limitées. Elles sont anaérobies facultatives.
Staphylococcus aureus est un agent pathogene commun impliqué dans les infections
postopératoires des plaies, I'endocardite aigué et les intoxications alimentaires (Tong et al.,
2015 ; Otto, 2018).
2.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles a Gram négatif, de forme non sporulée. Ces bactéries sont
aérobies et mobiles gréce a la présence de 1 a 2 flagelles. Elles synthétisent principalement
deux types de pigments : la pyocyanine, qui donne une couleur bleue, et la pyoverdine, qui
donne une couleur jaune-vert. P. aeruginosa est connue pour sa résistance a plusieurs
antibiotiques (Ciofu et al., 2015). Cette bactérie est responsable d'environ 16% des cas de
pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires et 8% des infections postopératoires

des blessures chirurgicales (Tacconelli et al., 2018).

2.2.4. Aspergillus brasiliensis

C’est un champignon filamentueux du genre Aspergillus. Il est étroitement lie a
Aspergillus niger et est souvent utilisé en laboratoire pour des études sur la biodégradation et
la production de diverses substances. Ce contaminant alimentaire courant est omniprésent
dans le sol et également régulierement signalé dans les espaces fermés tels que les sites
industriels. Ce champignon est également connu pour sa capacité a produire des enzymes
utiles dans divers processus industriels, tels que la production d'enzymes alimentaires et la
bioconversion de substrats organiques. L'Aspergillus brasiliensis cause rarement des maladies
chez I'hnomme contrairement aux autres especes d'Aspergillus. Cependant, dans ces rares cas,
il peut entrainer une maladie pulmonaire grave appelée aspergillose (Manikandan et al.,
2010).

2.3. Méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne
On cite souvent ces 3 méthodes car considérées comme fournissant des résultats
reproductibles :
o Ladiffusion en disque,
« Ladilution en bouillon,

o Ladilution en gélose.

2.3.1. Méthode de la diffusion en disque (Antibiogramme)
La méthode de la diffusion en disque, également connue sous le nom de méthode de

diffusion sur gélose, est largement utilisée pour évaluer l'activité antimicrobienne des
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substances. Elle implique l'incubation d'une plague de gélose ensemencée avec des micro-
organismes pathogénes et la disposition de disques imbibés de substances a tester sur la
surface de la gélose. Au fil du temps, les substances antimicrobiennes diffusent a partir des
disques dans la gélose, créant une zone de croissance inhibée des micro-organismes autour
des disques. Cette zone d'inhibition est mesurée pour évaluer l'efficacité antimicrobienne de
la substance testée (figure 12). La diffusion en disque est facile a mettre en ceuvre,
reproductible et ne nécessite pas d’équipement coliteux. On doit noter en plus la facilité de

modification des disques antimicrobiens si nécessaire (Balouiri et al., 2016).

Boite de Petri Culture bactérienne

Disquede papier
imprégné
d'antibiotique

Diffusionde l'antibiotiqua
dansla gelose selon

un gradientdéacroissant
du disquavers la periphéria

Diametre dinhibition

Figure 12 : Le principe de la mise en ceuvre de I’antibiogramme
(Romano-Berlrand et al., 2023)
2.3.2. Méthodes de dilutions en bouillon et gélose
Le but de ces méthodes est de determiner la CMI, habituellement exprimée en ug/ml ou
mg/litre.
a)Dilution en bouillon
Il s’agit d’une technique dans laquelle une suspension de bactéries est exposée a
différentes concentrations d'un antimicrobien dans un milieu liquide. Cette méthode peut
étre réalisée soit dans des tubes contenant un volume minimum de 2 ml (macrodilution) soit
en microtitration (microdilution) utilisant des volumes plus petits. Comparée a la dilution en
gélose, cette méthode est plus reproductible et quantitative (CLSI, 2018).
b) Dilution en gélose
La méthode de dilution en gélose nécessite I'introduction d'un agent antimicrobien dans
un milieu gélosé avec une progression précise des concentrations. Ensuite, un inoculum
bactérien défini est appliqué a la surface de la gélose. Cette méthode est souvent considérée

comme une référence pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
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pour une combinaison spécifique de bactérie et d'agent antimicrobien (CLSI, 2020;
EUCAST, 2022).

2.4. Effet antimicrobien de la mélisse officinale

La mélisse (Melissa officinalis) est une plante médicinale reconnue pour ses diverses
propriétés thérapeutiques, dont son activité antimicrobienne. Les composés actifs de la
mélisse officinale, tels que les polyphénols, les terpenes et les acides phénoliques, sont
responsables de son activité antibactérienne. Plusieurs études ont investigue cet effet
antimicrobien contre différentes souches bactériennes et fongiques.
Tout d'abord, Rauha et al. (2020) ont évalué les effets antimicrobiens des extraits aqueux et
éthanoliques de mélisse. Les résultats ont montré une inhibition significative de la croissance
de bactéries Gram-positives comme Staphylococcus aureus et Bacillus cereus, ainsi que des
effets modérés contre des bactéries Gram-négatives et des champignons comme Candida
albicans.
Ensuite, Olleik et al. (2021) ont exploré les propriétés antimicrobiennes des huiles
essentielles de mélisse contre des souches résistantes aux antibiotiques. Les huiles
essentielles ont démontré une activité significative contre Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, et des souches de Staphylococcus reésistantes a la méthicilline. L'étude a
également identifié des composes actifs comme le géranial et le néral, qui contribuent a l'effet
antimicrobien.
De plus, Bouyahya et al. (2022) ont examiné I'efficacité des extraits de mélisse contre des
bactéries responsables d'infections cutanées. Les résultats ont montré une activité
antimicrobienne notable contre Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes. L'étude a
suggeré que les flavonoides et les acides phénoliques présents dans la mélisse sont les
principaux responsables de cette activité.
Par ailleurs, Kouidhi et al. (2023) ont étudié I'effet des extraits de mélisse sur des biofilms
bactériens, qui sont souvent plus résistants aux traitements antimicrobiens. Les extraits de
mélisse ont montré une capacité a perturber la formation de biofilms et a réduire la viabilité
des bactéries dans les biofilms, en particulier pour Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus epidermidis.
Enfin, Bendaoud et al. (2023) ont analysé les effets combinés des huiles essentielles de
mélisse avec des antibiotiques traditionnels. Les résultats ont indiqué une synergie entre les

huiles essentielles de mélisse et certains antibiotiques, ce qui a augmenté l'efficacité des
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traitements antibactériens contre des souches résistantes de Klebsiella pneumoniae et
Acinetobacter baumannii.

En Algérie, de nombreux chercheurs se sont intéressés a la mélisse afin d'évaluer son
efficacité contre différentes souches bactériennes et fongiques, que ce soit pour ses extraits ou
son huile essentielle. Les études menées dans ce domaine ont permis de mieux comprendre
les mécanismes d'action de la mélisse et d'identifier les composes responsables de ses effets
antimicrobiens (Bouayed et al., 2011; Benabdesselam et al., 2014; Boudjelal et al., 2015;
Remini et al., 2017; Feknous, 2018; Alloun, 2019; Boudjema et al., 2021). Ces travaux
récents montrent que la mélisse possede un potentiel antimicrobien significatif,
particulierement intéressant pour lutter contre des souches résistantes et pour améliorer
l'efficacité des traitements antibiotiques. Les extraits et huiles essentielles de mélisse
continuent de représenter une source prometteuse de nouveaux agents antimicrobiens

naturels.
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Le travail expérimental a été effectué au niveau de plusieurs structures, notamment :

e Au parc national de Chréa, nous avons récolté la plante Melissa officinalis L.,

poussant a 1’état spontané¢ 8 Hammam Melouane, a Blida.

e A l'université de Khemis Meliana, nous avons préparé 1’extrait éthanolique et effectué

le screening phytochimique de la plante au laboratoire de Biochimie de la faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie. Les dosages des métabolites secondaires et de

I’activité antioxydante ont été réalisés au laboratoire de Chimie du département des

Sciences Technologiques.

e Au laboratoire privé d’analyses médicales de M. Zibouche a Ain Defla, nous avons

déterminé les activités biologiques de I’extrait de mélisse (antibactérienne et

antifongique).

Le protocole expérimental suivi pour réaliser cette étude est mentionné dans la figurel3.

Melissa officinalis L. (Feuilles)

v

Récolte, Séchage, Broyage et Tamisage

'

Extraction par macération dans I’éthanol

1

Activité

antimicrobienne

Activité

antioxydante

v

\ \ Test DPPH
Activité Activité
antifongique | |antibactérienne
(Méthode de e
contact (leflljsmn sur
direct) gelose)

Screening

phytochimique

1

Dosage des

métabolites secondaires

A 4

Détection de :

— Anthocyanes
— Saponosides

— Saponines

— Tanins

— Glucosides

— Flavonoides

— Mucilage

Figure 13 : Le protocole expérimental de cette étude
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1. Matériel
1.1. Appareils et produits chimiques

Les appareils et les réactifs utilisés au cours de cette étude sont rapportés en Annexe
Nel.

1.2. Matériel végétal

Le matériel végeétal est constitué de plants de la mélisse officinale, espéce herbacée
appartenant a la famille des Lamiaceae. Elle pousse en Algéric a 1’état spontané. Elle est
parfois cultivée dans des jardins comme plante décorative.

Les parties aériennes (tiges et feuilles) ont été récoltées au mois d’Avril 2024, avant la
période de floraison dans la région Hammam Mélouane wilaya de Blida a 269 m d’altitude
(tableau 3).

Tableau 3: Coordonnés géographiques du site de récolte de Melissa officinalis

Région Localisation Altitud Latitude Longitude
e
Hammam Blida - 269 m 36°28°46. 3°02°51.0
Melouane Algérie 06 Nord 57 Est

L’identification de I’espéce Melissa officinalis L. (figure 14) a été effectuée a 1’aide de
la flore Algérienne (Quezel et Santa, 1962) et authentifiée aprés consultation de 1’herbier du

parc national de Chréa, secteur Hammam Mélouane.

Figure 14 : La plante de Melissa officinalis L. poussant a 1’état spontanée a
HammamMelouane (Originale, 2024).
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2. Méthodes d’étude

2.1. Séchage et broyage

Le séchage de la plante (feuilles- tiges) a été effectué naturellement a I’abri de la
lumiere sur du papier blanc (figure 15) dans un endroit bien aéré durant 15 jours afin d’éviter
la photo- oxydation des substances.

Aprés séchage, les feuilles ont été broyées a 1’aide d’un moulin a café pour
I’obtention d’une poudre fine, qui a subi un tamisage pour séparer les particules trop
grossiéres. Cette derniere est conservée dans un flacon en verre ombrés bien fermé et

conservée jusqu’a I’utilisation.

Figure 15: Séchage de la plante (Originale, 2024)

2.2. Préparation de I’extrait éthanolique

20 g de poudre sont mis a maceération pendant 24 heures avec 200 ml d'éthanol (96%).
Le macérat obtenu est filtré a I'aide d'un papier filtre de type Whatman N°1. Le filtrat est
ensuite évaporé sous vide a 60 °C a 1’aide d’un évaporateur rotatif de type Rotavapor® 300
(figure 16). Les résidus sont ensuite dissous dans de 1’éthanol pour 1’étude phytochimique et
’activité antioxydante, et dans du DMSO pour I’évaluation des activités antimicrobiennes.
L’extrait, de couleur verte, est appelé extrait éthanolique des feuilles (EEF). Les extraits sont

conservés a 4 °C jusqu’a leur utilisation (Boudjema et al., 2021).
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A

Pesée de 25 g de poudre Meélange de la poudre Agitation magnétique
de Melissa officinalis avec 250 ml d”éthanol pendant 24h

e
b Y
18

Dissolution et récupération Evaporation a
desrésidus d'un Rotavapeur

Filtration

Figure 16 : Filtration et évaporation de I’extrait éthanolique de la mélisse
Calcul du rendement en extraits
C’est la quantité des composés ou substances pouvant étre extraite par un solvant
typique dans des conditions spécifiques (Diallo, 2005). Le rendement (R%b) est déterminé par

la formule suivante :

R%= (P-Po/ Pt) X100

Avec :
P : poids en gramme du ballon avec I’extrait sec.
P, : poids en gramme du ballon vide.

Pt : poids en gramme de la poudre végétale utilisée.

2.3. Etude phytochimique
Le but de cette étude est de :
-Caractériser certains métabolites secondaires de la plante par criblage chimique ;
-Déterminer la teneur en polyphénols, en flavonoides et en tanins;
2.3.1. Screening phytochimique :
Le criblage phytochimique est un ensemble de réactions chimiques simples permettant

35



Chapitre | : Matériel et méthodes

d'orienter rapidement vers une étude détaillée de certains types de constituants chimiques
(Girre, 2001).

Le screening phytochimique a été effectué selon la méthode décrite Par Boudjema et al.
(2020).

- Principe

Les tests phytochimiques sont des méthodes colorimétriques qui permettent de détecter
differentes familles de composés existantes dans la partie étudiée de la plante. Ils reposent sur
des réactions qualitatives telles que la précipitation ou la coloration avec des réactifs
specifiques a chaque famille de composés. Le but de ces tests est de mettre en évidence la
présence ou 1’absence des principaux métabolites secondaires tels que les anthocyanes, les
tanins, les flavonoides, les saponosides, les glucosides, les saponines et les mucilages.
Les tests sont effectués soit sur la poudre, soit sur un 1’infusé.
Les résultats seront classés selon Négué Diarra. (2003):
- Réaction franchement positive : + + +
- Réaction moyennement positive : + +
- Réaction faiblement positive : +

- Réaction négative : -

- Préparation de I’infusé :

Nous avons pris 10 g de poudre que nous avons mis dans 100 ml d’eau distillée en
ébullition puis la solution est mise dans un agitateur magnétique pendant 15min, filtréa 1’aide
d’un papier filtre. Le filtrat est récupéré dans un flacon ombré et conservé a une basse
température.

a) Recherche de Glucosides

On mélange 2g de poudre de la plante avec quelques gouttes d’acide sulfurique (H2SO4)
concentré (96%). L apparition d’une couleur rouge-bleu indique la présence de glucosides.

b) Recherche de Saponosides

M¢élanger 2ml d’infusé avec 2 ml d’une solution d’acétate de plomb a 1%. La formation
d’un précipité blanc indique la présence de saponosides.

c) Recherche de Tanins

On mélange Iml d’extrait avec 1ml d’eau distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls

diluée a 10%. Une coloration verte foncée ou bleu-noir indique la présence de tanins.
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d) Recherche d’Anthocyanes

On mélange 5ml d’infusé avec 1ml d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) concentré
(30%). Une coloration rouge indique la présence d’anthocyanes.

e) Recherche de Flavonoides

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

f) Recherche de Saponines

50 ml d’eau distillée et 5g de poudre sont portés a ébullition modérée pendant 15 min.
Aprés refroidissement, la solution est filtrée et ajustée a 50 ml avec de 1’eau. Dans un tube a
essai, 10 ml du décocté précédemment préparé sont introduits et agités dans le sens de la
longueur pendant 15 secondes, a raison de deux agitations par seconde. On laisse reposer
pendant 15 min. La formation d’une mousse stable et persistante indique la présence de

saponines.

g) Recherche de Mucilage

On introduit 1ml d’infusé dans un tube a essai, puis on ajoute 5 ml d’alcool absolu. La

formation d’un précipité floconneux indique la présence de mucilage.

2.3.2. Caractérisation quantitative de I’extrait :

+ Dosage des polyphénols totaux
= But : détermination de la teneur en polyphénols totaux dans 1’extrait éthanolique des
feuilles de la mélisse par la méthode spectrophotométrie UV-Vis selon la méthode au réactif
de Folin Ciocaltu (Aloui et al., 2020).
= Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (H3sPMO12040), il est réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdene (MogO23). Cette coloration
bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le
milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm (Boizot et Charpentier, 2006).
a-Mode opératoire
La teneur en polyphénols totaux est déterminée selon une méthode décrite par

Ghedadba et al. (2015), avec de legéres modifications, illustrée dans la figure 17 ci-dessous.
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20 ul d’extrait éthanoliaue

v
100 pl de réactif de Folin- Ciocalteu dilué 10 fois.
v
Agitation pendant 3-4 minutes
v
300 pl de carbonate de sodium a 7.5% + 2 ml d’eau distillée
v
Incubation a T° ambiante et a I’obscurité pendant 30min
v

Lire I’absorbance a 765 nm

Figurel? : Protocole de dosage des phénols totaux.
b-Expression des résultats
La concentration des phénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de

la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (figure 18 ; annexe Il) et elle est
exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiére séche (mg EAG/mg

MS). PT=(cxV)/m

Avec :
PT: La teneur en phénols totaux (mg équivalent d’ac. gallique/ g de maticre séche).

¢ : Concentration de I’acide gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (ug/ml).

V: Volume de I’extrait éthanolique
m: Le poids de la matiére seche (g).

+ Dosage des flavonoides
Ce dosage est déterminé par la méthode de Djeridane et al. (2006) ; Barros et al.
(2007).La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides

dans les extraits. Le protocole de dosage est illustré dans la figure 19.

20 pl d’extrait éthanolique

v

1ml d'AlCls a 2% préparé dans 1I’éthanol

v

Incubation 10 min a tempeéerature ambiante

v

Lire I'absorbance a 430nm

Figure 19 : Protocole de dosage des flavonoides.
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a-Préparation de I’étalon

A partir d’une solution mére de quercétine a 5 mg/ml, on prépare des dilutions de
différentes concentrations : 1-40 pg/ml. On prend 20 ul de chaque concentration et on ajoute
1 ml d’AICI3 a 2 %, puis on les mélange au vortex. Aprés incubation de 10 minutes, on lit
I’absorbance a 430 nm.

b-Expression des résultats

La teneur en flavonoides est déterminée a partir d’une équation de la régression

linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de la quercétine et exprimée en milligrammes
équivalent de quercétine par g de matiére seche (figure 20 ; annexe Il) selon la formule

suivante :

a.f

[flavonoides] = Y

a : concentration des flavonoides en pg/ml déterminée a partir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (x100)
b : Le poids de la matiere séche (g).

+ Dosage des tanins condensés
a-Mode opératoire
Ce test de la vanilline avec H>SOs; est basé sur la condensation des composés
polyphénoliques avec la vanilline en milieu acide (Sun et al.,1998). Il est spécifique des

flavones 3-ols (figure .21).

Solution B:Vanilline a 1% avec

Solution A:Extrait de 1’échantillon. ) ) \
acide sulfuriaue a 70%.

3ml de la solution B +1.5ml de la solution A

Mettre les tubes au bain marie pendant 15min a 20°C

Lire de I'absorbance a 500nm

Figure 21: Protocole de dosage des tannins condensés
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b-Expression des résultats
La teneur en tanins condensés est déterminée a partir d’une équation de la régression
linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de la catéchine et exprimée en milligrammes
équivalent de catéchine par g de matiere séche (figure 22 ; annexe Il) selon la formule

suivante :

a.f

[Tanins condensés| = >

a : concentration des tanins condensés en pg/ml déterminée a partir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (x100)
b : Le poids de la matiére seche (g).

2.4. Evaluation de ’activité antioxydante par le test diphényl-picryl-hydrazyl (DPPH)

Dans cette ¢étude, la méthode du DPPH a été choisie pour évaluer D’activité
antioxydante de I'extrait éthanolique des feuilles de Melissa officinalis L. en présence d’un
antioxydant standard, 1’acide ascorbique (vitamine C), vis-a-vis du radical DPPH.

Principe

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est généralement le substrat le plus utilisé
pour DI’évaluation de D’activité antioxydante. La méthode au DPPHe présente plusieurs
avantages du fait qu’elle soit simple, rapide et indépendante. Elle est basée sur la réduction
d’une solution alcoolique de I’espece radicalaire stable DPPHe (violet) en présence d’un
antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), ce qui aboutit a la formation d’une forme non
radicalaire, le DPPH-H (jaune) (figure 23). La réduction du DPPH+ en DPPH-H se fait en
mesurant la diminution de la coloration violette, due a la recombinaison des radicaux DPPHe,
par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 515-517 nm (Bozin et al., 2008). Ainsi, plus
la perte de couleur est rapide, plus le donneur d’hydrogene est considéré comme un

antioxydant fort.

VIOLET JAUNE

Figure 23 : Réduction du radical DPPH (Guillouty, 2016)
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a-Mode opératoire :
L’activité antioxydante des feuilles de M.officinalis est déterminée selon Boudjema et

al. (2021) avec quelques modifications.

e Preéparation de la solution mére et les dilutions de I’extrait:

Un volume de 500 pl de I'extrait éthanolique de la mélisse a été prelevé, auquel 1 ml
d'éthanol a été ajouté pour la préparation de notre solution mére. Aprés sept dilutions ont été
préparées en choisissant différentes concentrations (20, 40, 60, 80, 100, 200 et 250 pl/ml).Ou
chacune des dilutions est mélangée avec 1ml de la solution éthanoliqgue de DPPH (une
solution de DPPH est préparée en ajouton 100 ml d’éthanol a 4 mg de poudre de DPPH, la
solution obtenue est de couleur violette) aprés une période d’incubation de 30 min dans
I'obscurité a température ambiante (figure 24). En paralléle, des solutions éthanoliques
d’antioxydant de référence (L’acide ascorbique Vit C et le contrdle négatif contient
uniquement la solution éthanolique de DPPH ont été préparé dans les mémes conditions.
Toutes les expériences ont été repétées 3 fois. L'absorbance a été mesurée par un

spectrophotometre a 517 nm.

e e SR . < 4

\ \‘I l'!ll‘ll 1 Il II/.

e

Figure 24 : Préparation des dilutions (Originale 2024)

Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait éthanolique a été calculé comme
suit :

1% = [(Abs T - Abs E)/Abs T] %100

Ou:
e Abs T: Absorbance du témoin : ce dernier contient la solution éthnolique du DPPH.

e Abs E: Absorbance de 1’échantillon testé.

41



Chapitre | : Matériel et méthodes

Le pourcentage d’inhibition est finalement exprimé sous forme d’IC 50(concentration
permettant d’obtenir 50% d’inhibition).Celle —ci est calculé a partir d’un droite de régression
¢tablie a I’aide des pourcentages d’inhibition (I1%) enregistrée en fonction des différentes
concentrations de I’extrait a tester. Une faible valeur de 1’IC50 indique une forte capacité a

neutraliser le radical libre DPPH.

Les résultats obtenus sont comparés a ceux obtenus pour 1’Acide Ascorbique pris

comme un antioxydant de référence.

2.5. Activités biologiques étudiées

Pour cette partie, nous aborderons l'effet antimicrobien de la mélisse officinale en
testant son extrait éthanolique. L'activité biologique des parties aériennes de Melissa
officinalis a été évaluée en termes d'activités antibactérienne et antifongique.
Principe

La méthode de diffusion sur gélose, appelée aromatogramme, est 1’équivalent de
I’antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des extraits. La méthode consiste a
utiliser des disques imprégnés des extraits et a les deposer sur la surface de la gélose
ensemencée (Hellal, 2011).
2.5.1. Activiteé antibactérienne
L’activité antibactérienne de 1’extrait a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion en milieu

gélosé (Muller Hinton) (Limam et al., 2024).
2.5.1.1. Souches bactériennes testées

L’activité antibactérienne est effectuée sur trois souches bactériennes. Les souches
utilisées proviennent du laboratoire privé d’analyses médicales de Mr Zibouche (Ain Defla)
(tableau 4).

Les souches bactériennes testées ont été choisies pour leurs fréquences élevées dans les
contaminations humaines mais aussi parce qu’elles sont résistantes aux antibiotiques voire
multi-résistantes et sont des lots de 'ATCC (American Type Culture Collection), référenciées

par I’institut pasteur.
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Tableau 4 : Liste des souches microbiennes testées

Microorganismes testés  |Gram Souches Référence

Gram+ Staphylococcus aureus. ATCC 259 23

Les souches bactériennes Escherichia coli ATCC 25922

Gram - [ Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853

2.5.1.2. Milieux de cultures utilisées

Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les
suivants (Annexe I) :

e Bouillon nutritive (BN) ;

e Gélose nutritive (GN) ;

e Gélose Muller-Hinton (MH).

2.5.1.3. Repiquage des germes

Apreés stérilisation de la zone de travail, les souches bactériennes ont été repiquees par
la méthode des stries dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre contenant de la gélose
nutritive, puis incubées a I’étuve a 37 °C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture

jeune et des colonies isolées. Celles-ci vont servir a préparer 1’inoculum (figure 25).

P\

Etalement des bactéries Incubation pendant Jeune colonie

24 ha37°C

Figure 25 : Repiquage des germes (Originale, 2024)

2.5.1.4. Préparation de I’inoculum bactérien

Les inoculums sont prépares a partir de cultures jeunes (18 a 24 h) en milieu liquide
(bouillon nutritif, BN). Pour cela, quelques colonies bien isolées sont prélevées a 1’aide de

I’anse de platine et mises dans 9 ml de BN puis homogénéisées a 1’aide du vortex. La densité
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optique des suspensions bactériennes, lue a 625 nm, est ajustée a [’aide d’un
spectrophotometre UV-Vis, a entre 0,08 et 0,10 correspondant a 1028 UFC/ml. L’inoculum est
ajusté en ajoutant soit de la culture s'il est trop faible en concentration, soit de 1’eau
physiologique s'il est trop chargé.

2.5.1.5. Ensemencement et dépot des disques

L'ensemencement est effectué par écouvillonnage, en utilisant un écouvillon stérile
trempé dans l'inoculum bactérien, puis en frottant la totalité de la surface de la gélose Mueller
Hinton avec des stries serrées. Cette opération est répétée quatre fois, en tournant la boite de
60° a chaque passage et en pivotant I'écouvillon sur lui-méme. L'ensemencement se termine
par un passage de I'écouvillon le long de la périphérie de la gélose.

Ensuite, a ’aide d’une pince stérile, deux disques vierges de 6 mm de diameétre sont
placés sur la gélose ensemencée. A 1’aide d’une micropipette, 20 ul de ’extrait a tester
(éthanolique) sont ajoutés sur le premier disque, tandis que 20 pl de DMSO sont ajoutés sur le
deuxieme disque en tant que témoin négatif. Un disque de 6 mm de diametre contenant un
antibiotique est également déposé sur la gélose ensemencée comme témoin positif. Les
différents antibiotiques utilisés pour chaque souche bactérienne sont présentés dans le tableau
5.

Tableau 5 : Liste des antibiotiques testés pour chague souche bactérienne.

Bactéries Antibiotiques
Escherichia coli Colistine 10 ug
Pseudomonas aeruginosa Ticarcilline 85 ug
Staphylococcus aureus Vancomycine 30ug

Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées a température ambiante pendant 30
minutes pour permettre la diffusion de I’extrait. Elles sont ensuite placées a I'étuve, renversées

sur leur couvercle, a 37 °C pendant 24 heures (Figure 26).
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Incubation pendant
24 ha37°C

Figure 26 : Evaluation de ’activité antibactérienne (Originale, 2024)

2.5.5.3. Lecture et expression des résultats

La lecture des résultats consiste & mesurer les diamétres des halos d'inhibition autour
des disques contenant I’extrait, en millimetres. Le diamétre initial des disques est inclus dans
ces mesures, effectuées a I'aide d'une régle graduée. Toutes les procédures sont réalisées dans
des conditions stériles, et chaque mesure est répétée deux fois pour garantir la précision des

résultats.
Expression des résultats

L’apparition et I’importance d’une zone claire autour du disque appelée « zone d’inhibition »
aprés incubation reflétent I’efficacité de 1’extrait éthanolique sur la souche bactérienne testée.
Les résultats sont symbolisés par des signes suivant la sensibilité des souches vis-a-vis de
I’extrait (Tableau 6).

Tableau 6: diamétres des zones d’inhibition selon le degré de sensibilité (Ponce et al., 2003)

Diametre du halo d’inhibition(J) Degré de sensibilité des germes Résultat
@<08mm Résistant -
09>@>14mm Sensible +
15>@>19mm Trés sensible Ak
@>20mm Extrémement sensible +++
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2.6. Activité antifongique

L’évaluation de I’activité antifongique de ’extrait éthanolique de Melissa officinalis
L. a été réalisée selon la méthode de contact direct décrite par Ben Abdallah et al. (2019).
Pour cette étude, une souche fongique d'Aspergillus brasiliensis (ATCC 6633), provenant du
laboratoire d’hygiéne de Blida, a été utilisée.

2.6.1. Repiquage et préparation de I'inoculum fongique

La souche fongique étudiée est repiquée dans un milieu PDA (Potato-Dextrose Agar)
afin d’obtenir des cultures jeunes. A ’aide d’une pipette Pasteur stérile, quelques colonies
bien isolées sont prélevées et homogénéisées avec 5 ml de solution saline. La suspension
obtenue est ensuite homogénéisée a l'aide d'un vortex. A l'aide d'un écouvillon stérile, les
champignons sont prélevés et inoculés sur la surface du milieu de culture (PDA) en conditions
stériles. Les boites de Pétri sont ensuite fermées et placées dans une étuve a 30 °C pour une
incubation d’une durée de 5 jours.
Pour ajuster la charge microbienne des champignons, la densité optique de la suspension a été
mesurée a 530 nm avec un spectrophotomeétre et ajustée a une DO de 0,1, correspondant a une
concentration d'environ 10° spores/ml.
2.6.2. Ensemencement des champignons

A l'aide de micropipette, 1 ml d’extrait est introduit dans une boite de Pétri vide, puis 9

ml de milieu PDA a chaud (donc a I’état liquide) sont ajoutés. L’ensemble est homogénéisé
(liquéfiée et refroidie) et les boites sont laissées a température ambiante afin de permettre au
milieu de se solidifier.

L’ensemencement se fait par dépot d’un fragment de champignon de 1 cm de diameétre,
prélevé a partir de la périphérie du tapis mycélien et placé au centre de la boite de Pétri
(figure 27). L’incubation se fait pendant 48 h & 30°C. Chaque essai est répété trois fois.
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Préparation de

5 o Meélange de 1ml
I"inoculum fongique <

d’extraitet 9 ml de
milieu PDA

Dépot du fragment sur le Découpe d un fragment de
milieu PDA contenant 1" extrait champignon de 1 ¢cm?

Figure 27 : Evaluation de I’activité antifongique par la méthode de contact direct

(Original, 2024)
2.6.2. Lecture des résultats

Aprés le temps d’incubation requis, les diamétres des différentes colonies de
champignons sont mesures a I’aide d’une régle graduée. Le taux d’inhibition est calculé a
partir de I’équation :

I (%) = (dC-dE)/dC*100

I (%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage
dC : Diametre des colonies dans les boites « témoins positifs »
dE : Diametre de colonies dans les boites contenant I’extrait de plante

L’extrait de plante est dit :

4+ Trés actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 75% et 100%, la souche
fongique est dite trés sensible.

+ Actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 50% et 75%, la souche fongique
est dite sensible.

#+ Moyennement actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 25% et 50%, la
souche fongique est dite limitée.

4 Peu ou pas actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 0% et 25%, la souche

fongique est dite peu sensible ou résistante.
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2.7. Traitement statistique des données

Les analyses statistiques ont été effectuees a l'aide du logiciel SPSS, version 26. Les
résultats sont considérés comme significatifs lorsque la probabilité (p) est inférieure a 0,05.
Les différences observées pour les divers parametres ont été¢ analysées a I’aide du test non
paramétrigue de Mann-Whitney, utilisé pour comparer les moyennes de [P’activité
antioxydante. Une analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur a egalement été
effectuée.
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Ce chapitre présente les résultats de toutes les expériences menées dans notre étude, y
compris le criblage phytochimique des feuilles, le dosage des métabolites secondaires, ainsi
que les activités biologiques antibactérienne, antifongique et antioxydante de la plante
Melissa officinalis L., suivis de leur discussion.

1. Rendement d’extraction

Le rendement de I'extrait éthanolique de la partie aérienne de Melissa officinalis est de
5,1 %. Peu de travaux ont été réalisés sur 1’extrait éthanolique de la mélisse en Algérie. Nos
résultats se rapprochent de ceux de Remiki et al. (2022), qui ont récolté la méme plante dans
la région de Batna et ont obtenu un rendement d’extraction de 5,49 + 1,02 %. Belhadj et al.
(2018) ont obtenu un rendement de 4,8 %, tandis que Massaoudi et al. (2020) ont rapporté un
rendement de 6,2 %. Feknous (2018) a enregistré un rendement de 9,75 %. Ces rendements
sont toutefois nettement inferieurs a ceux obtenus par Khali et Henna (2015), qui rapportent
un rendement de 21,8 %, et par Alloun (2019), qui a obtenu un rendement de 12,15 % pour
I'extrait eéthanolique de la mélisse. De plus, Adimi (2018) a récolté la méme plante dans la
région de Sétif et a obtenu un rendement d’extraction de 16,1 %. Cette différence pourrait étre
due a la technique d’extraction utilisée. En dehors de I’ Algérie, Perry et al. (1999) en Italie
ont obtenu un rendement de 7,6 %. Gdren et al. (2004) en Turquie ont obtenu un rendement
de 8,3 %, tandis que Salehi et al. (2018) en Iran ont rapporté un rendement de 10,5 %.

En effet, Majhenic et al. (2007) ont rapporté que 1’extraction par solvant a température
¢levée permet d’obtenir des rendements plus élevés en extraits secs que lorsqu’ils sont
obtenus a température ambiante.

D’une manicre générale, il est difficile de comparer les résultats d’extraction avec des
données bibliographiques en raison de I’impact de divers facteurs, notamment 1’origine du
matériel végeétal, la saison de récolte, les conditions environnementales, la technique de
séchage, ainsi que le type de solvant utilisé (Daoudi et al., 2022).

2. Screening phytochimique
Les tests phytochimiques permettent de détecter les principaux composeés chimiques
présents dans la partie aérienne de Melissa officinalis. Les résultats des tests effectués sur la
poudre, ’extrait éthanolique, l'infusion, et le décocté de notre plante sont présentés dans le

tableau suivant :
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Tableau 7 : Résultats du screening phytochimique de la plante M.officinalis.

Composes chimiques Réactifs couleurs Résultats
Glucosides Acide sulfurique
Rouge-bleu +
(H:50.) g
Saponosides ) e
P Acétate de plomb Preécipité blanc +++
Tanins Chlorure ferrique . .
(FeCI3) \fert foncé ou bleu-noir +++
Hydroxyde
Anthocyanes d’ammonium Rouge -
(NH4OH)
Mucilage S
g Alcool absolu Précipité floconneux +++
Flavonoides Acide chlorhydrique
(HCD), glcool iso- Rouge-orangée t
amylique et
magnésium (Mg)
Saponines Agitation Mousse +

Réaction franchement positive : + + + Réaction moyennement positive : + +
Reéaction faiblement positive : + Réaction négative : Absence -

Le tableau 7 montre que les principaux composés presents en grande quantité dans la
poudre de mélisse sont les tanins, les saponosides et les mucilages. Les flavonoides sont
moyennement présents, tandis que les autres composeés, tels que les glucosides et les
saponines, sont en faible quantité. De plus, notre plante se caractérise par I'absence totale
d'anthocyanes.

En effet, le screening phytochimique met en évidence la présence de composés
chimiques possédant des activités biologiques intéressantes, notamment les substances
polyphénoliques (tanins et flavonoides).

Les tanins, en particulier les tanins galliques, possedent des propriétés antidiarrhéiques et sont
également reconnus pour leurs activités antiseptiques, antibactériennes et antifongiques. Ils
ont une forte activité antioxydante, agissant comme d'excellents piégeurs de radicaux libres et
inhibant la formation du radical superoxyde.

Les flavonoides sont connus pour leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, et
jouent un rble bénéfiqgue dans le traitement des maladies cardiovasculaires et
neurodégénératives. Dans certains cas, ils sont également réputés pour leurs activités

antivirales, antimicrobiennes et anti-tumorales. L'extrait de Melissa officinalis, en raison de la
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présence de ces familles chimiques, présente des activités pharmacologiques potentielles,
faisant de cette plante une cible de choix pour l'enrichissement de la production de
medicaments.

Ces résultats concordent avec ceux de Khali et Henna (2015) et de Feknous (2018),
qui mentionnent que la plante Melissa officinalis L., une espéce des Lamiacées de la région de
Hammam Melouane, est riche en divers métabolites, notamment en flavonoides, tanins, et
saponosides. En revanche, nos résultats different légerement de ceux de ces auteurs, qui
soulignent I’absence de glucosides dans les feuilles de la mélisse. Cette différence de
composition pourrait étre liée a la variation des conditions climatiques, a I'age de la plante, a
la période de récolte, et méme a la dessiccation. Ulubelen et al. (2005), ont révélé la richesse
des Lamiacées en flavonoides, présents dans toutes les parties de la plante, et particulierement
abondants dans les parties aériennes.

Nos résultats sont également en accord avec ceux trouvés par Boudjema et al. (2021)
sur la poudre de mélisse récoltée dans la région de Tizi Ouzou, ainsi que sur son infuse, son
décocté et son extrait éthanolique, et avec ceux de Remiki et al. (2022) sur la mélisse récoltee
a Batna.

Ces mémes observations ont été faites par Bounihi (2016), qui a réalisé le screening
phytochimique de la mélisse et de la menthe récoltées dans la région d'El Jadida au Maroc.
Enfin, les résultats obtenus a 1’issue de notre criblage phytochimique sont également appuyés
par ceux de Naghibi et al. (2005), qui ont mentionné que les especes des Lamiacées sont
riches en divers métabolites, dont les flavonoides et les tanins.

3. Teneurs en métabolites secondaires
Les moyennes et écart types relatifs aux teneurs en métabolites secondaires de I’extrait
éthanolique de M.officinalis sont donnés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Teneurs en métabolites secondaires de 1’extrait éthanolique de la mélisse.

Métabolites Teneur (mg équivalent étalon/g MS)
phénols totaux 30,80+ 1,53 mg EAG/gMS
Flavonoides 1.693 £0,03 mg EQ/g MS
Tanins condensés 3.32+0.02 mg EC/g MS
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3.1.Teneur en phénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux de I’extrait éthanolique des feuilles de la
plante étudiée a été réalisée en se référant a une courbe d’étalonnage établie a partir d’une
gamme de solutions standard d’acide gallique. La quantité de phénols totaux dans les extraits
est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiére séche (mg EAG/g
MS).

Les résultats obtenus indiquent que la quantité des composés phénoliques dans I'extrait
éthanolique de la mélisse est relativement importante, avec 30,80 mg EAG/g MS, soit 3,08
%/g. En général, toutes les plantes de la famille des Lamiacées sont connues pour leur
richesse en composés phénoliques (Gortzi et al., 2007; Fecka et Turek, 2008). En effet, nous
avons constaté que notre extrait éthanolique de la mélisse contient une quantité importante de
phénols totaux, dont la teneur est supérieure a celle rapportée dans d'autres travaux sur des
plantes de la méme famille. Par exemple, les travaux de Muchuweti et al. (2007) ont estimé
la teneur en polyphénols totaux du romarin (une espece de la méme famille) a 10,83 mg
EAG/g dextrait sec. De méme, Thymus vulgaris présente une teneur de 9,07 + 0,002 mg
EAG/g d'extrait sec de la plante. Bedek et Hadjar (2018) ont trouvé une valeur de 12,87 mg
EAG/g dans I'extrait méthanolique de romarin. Notre valeur est supérieure a celle trouvée par
Khali et Henna (2015), qui ont rapporté 1,2535 mg EAG/g pour l'extrait sec éthanolique de
la plante, ainsi qu'a celle obtenue par Bounihi (2016), qui a trouvé 23,53 mg EAG/g pour
I'extrait aqueux de la mélisse récoltée au Maroc.

Nos résultats sont cependant inférieurs a ceux de Brahmi et al. (2015), qui ont enregistré
une valeur de 120,48 mg EC/g MS pour la mélisse de la région de Béjaia séchée a l'air libre.
Alloun (2019) a enregistré une teneur de 61,2 mg/g d'extrait sec éthanolique pour la mélisse
originaire de la région de Sétif, tandis que Jedidi et al. (2023) ont trouvé une teneur de 80,47
mg EAG/g MS pour la mélisse récoltée dans la région de Tabarka (Nord-Ouest de la Tunisie).
La teneur en polyphénols totaux n'est pas stable et varie d'une plante a une autre, méme entre
les espéces du méme genre (Dehak, 2013). Ces variations peuvent étre attribuées aux
différences de polarité des solvants, aux techniques d'extraction, ainsi qu'a d'autres facteurs
environnementaux tels que le climat, I'exposition au soleil, la composition du sol, le
patrimoine génétique, la période de récolte et le stade de développement de la plante (Chan,
2011 ; Amara et al., 2022).
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3.2.Teneur en flavonoides
La teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique a été déterminée a partir de la courbe
d‘étalonnage de la Quercétine (y=0,038x-0.008) et exprimé en mg équivalent de Quercétine
par gramme de matiere seche (mg EQ/g MS).
La teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique de la mélisse de la présente étude (1,693 mg
EQ/g MS, soit 0,1693 %/g) est inférieure a celle rapportée par d’autres sources pour la méme
espéce en Algérie : Feknous (2018) avec 0,43 %/g et Alloun (2019) avec 28,50 mg EQ/g. De
méme, au Maroc, Bounihi (2016) a mentionné une valeur de 16,4 mg EQ/g, et en Tunisie,
Jedidi et al. (2023) ont trouvé une teneur de 39,62 mg EQ/g MS. Nos résultats ne concordent
pas avec ceux obtenus par Teuscher (2005), qui indique une teneur en flavonoides comprise
entre 0,2 % et 0,7 % chez la melisse.
Les teneurs tres élevees rapportées par ces études par rapport a nos résultats peuvent
probablement s'expliquer par des différences dans le standard utilisé pour le dosage des
flavonoides, la nature et le volume du solvant utilisé, la méthode et le type d'extraction, ainsi
que la durée d'extraction (Loe et al., 2018).
3.3. Teneur en tanins condensés

La teneur des tannins condensés de I’extrait éthanolique de la mélisse est calculée a
partir de la courbe d‘étalonnage de catéchine y=0, 003x+0,099 (annexe II) et exprimés en mg
équivalent de Catéchine/g matiere seche (mg EC/g MS).

L’extrait éthanolique de la mélisse renferme une teneur modérée en tanins condensés
(3,32 mg EC/g MS, soit 0,332 %/g). Cette teneur est tres inférieure a celle trouvée par
Feknous (2018), qui rapporte 4,53 %/g, et a celle de Jedidi et al. (2023), qui indiquent 8,42 +
0,14 mg EC/g MS. Cette différence de teneur en tanins condenses dans la mélisse peut
s'expliquer par divers facteurs, notamment la méthode de dosage et le solvant utilise.

L’analyse de la variance par le test ANOVA a un facteur a révélé qu’il existe une
différence trés hautement significative entre la teneur des différentes classes chimique de
métabolites secondaires (Tableau 9).

Tableau 9 : Analyse de la variance "TANOVA" a un facteur de I’extrait sur la teneur en
métabolites secondaires.
ANOVA Uni variée

Source de sSS D MS F P
variation f
Teneur en
) ) 1604,99 2 802,497 1015 2,5658
Métabolites secondaires
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4. Evaluation de I’activité antioxydante
Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait éthanolique de
Melissa officinalis par la méthode de piégeage du radical libre DPPH sont illustrés dans la
figure 28 et le tableau 9.
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Figure 28 : Variation du pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations

de l'extrait éthanolique de Melissa officinalis et de I'acide ascorbique.

D’aprés ces résultats, nous remarquons que le pourcentage d’inhibition du radical libre

augmente avec 1’augmentation de la concentration.

L’extrait éthanolique de la mélisse a montré une activité importante, avec un pouvoir
d’inhibition de 78,84 %, en comparaison avec l’acide ascorbique, dont le pourcentage
d'inhibition est de 83,19 % pour une concentration de 250 pg/ml. Comparé a d’autres études,
nos valeurs se rapprochent légérement de celles trouvées par Feknous (2018), qui a rapporté
un pourcentage d'inhibition de 73,47 % pour une concentration de 0,1 mg/ml avec I'extrait
méthanolique de la mélisse. Bien que ce soit inférieur a notre étude, c'est supérieur a ceux
rapportés par Boudjema et al. (2021), qui ont trouvé une inhibition de 62,62 % pour une

concentration plus élevée (1000 pg/ml) avec I'extrait méthanolique de la mélisse.

Nos résultats sont toutefois inférieurs a ceux de Khali et Henna (2015), qui ont indiqué que
les polyphénols totaux présentent une activité remarquable vis-a-vis du DPPH, avec un
pourcentage d'inhibition de 93,82 % pour une concentration de 20 mg/ml. De méme, l'extrait
de polyphénols de la mélisse a montré une activité antioxydante avec un pourcentage de 50,2

% a une concentration de 13 mg/ml. En comparaison, I'extrait aqueux de la mélisse dans
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I'étude de Bounihi (2016), provenant du Maroc, avait un pourcentage d'inhibition de 93,89 +
1,72 %. L'étude d'Albayrak et al. (2013) sur la méme plante, provenant de Turquie, a montré
que I'extrait méthanolique, I'infusé et le décoctat avaient un pourcentage d'inhibition de 92,32
% pour une concentration de 2 mg/ml, avec un fort effet inhibiteur comparé a un autre agent
antioxydant (BHT).
+ Evaluation de ’'IC50

L'IC50 est un parametre utiliseé pour estimer l'activité antioxydante. Il exprime la
quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire la concentration du radical libre de 50 %. Plus
la valeur de I'IC50 est faible, plus I'effet antioxydant est éleve. L'IC50 est calculée a partir des
équations qui déterminent le pourcentage de réduction des radicaux libres en fonction de la
concentration des extraits.

Les valeurs d'1C50 calculées pour nos échantillons sont présentées dans le tableau
suivant :

Tableau 10 : Les IC50 de I’acide ascorbique et de I’extrait éthanolique testés.

Echantillon Acide ascorbique Extrait éthanolique
IC50(pg/ml) 31,047+0,48 43,26+0,40

D'apres le tableau 10, nous constatons que 1’extrait éthanolique de mélisse présente un
effet antioxydant important vis-a-vis du radical DPPH. En effet, la concentration inhibitrice
piégeant 50 % du radical DPPH (IC50) est de 43,26 pg/ml, soit 0,043 mg/ml pour I’extrait de
Melissa officinalis, et de 31,046 ug/ml, soit 0,031 mg/ml pour le standard (acide ascorbique).
La wvaleur de TI'IC50 de [IDextrait est proche de «celle du standard.
Le test de Mann-Whitney a montré qu'il existe une différence statistiquement significative
entre les 1C50 de l'acide ascorbique et de I'extrait éthanolique de mélisse, avec une p-value de
0,046. Cela suggére que les deux échantillons ont des efficacités inhibitrices différentes,

I'acide ascorbigue étant plus efficace que I'extrait éthanolique de mélisse.

Ces valeurs sont différentes de celles rapportées par Romaiana et al. (2008), qui ont travaillé
sur la méme espéce et trouvé une valeur d'IC50 de l'ordre de 483 + 25,5 pg/ml. Elles sont
également supérieures a celles obtenues par Feknous (2018), avec une IC50 de 0,066 mg/ml,
ainsi qu’a celles mentionnées par Boudjema et al. (2021), qui ont indiqué une concentration
inhibitrice piégeant 50 % du radical DPPH (IC50) de 830 pg/ml pour I’extrait de Melissa
officinalis. Enfin, elles sont également supérieures a celles enregistrées par Jedidi et al.
(2023), avec une IC50 de 110,12 + 4,54 pg/ml.
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Par contre, elles sont inférieures a celles trouvées par Khali et Henna (2015), qui ont montré
une activité antioxydante intéressante des polyphénols de la mélisse avec une IC50 de 1’ordre
de 0,006 mg/ml. Albayrak et al. (2013) et Miraj et al. (2016) ont testé le pouvoir
antioxydant de I'extrait méthanolique de la méme plante et ont enregistré des valeurs faibles
d'IC50, correspondant a 20,16 ug/ml et 48,76 pg/ml respectivement. Cette différence du
pouvoir antioxydant est fortement corrélée avec la composition chimique de la plante (Oke et
al., 2009). D'apres Pereira et al. (2008), la mélisse pourrait donc étre considérée comme un
agent antioxydant dans la prévention de nombreuses maladies neurologiques liées au stress

oxydatif.

En effet, Falleh et al. (2008) ont montré que ’activité antioxydante ne dépend pas seulement
de la concentration des polyphénols, mais également de la nature et de la structure des
antioxydants dans I’extrait. Généralement, les polyphénols ayant un nombre ¢levé de
groupements hydroxyles présentent une activité antioxydante trés importante (Torres et al.,
2007). De nombreuses études suggérent que toute plante riche en composants phénoliques est

responsable de ’activité antioxydante (Khady et al., 2009).

5. Evaluation de ’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des feuilles de Melissa officinalis a été testée sur 3 souches
bactériennes (Staphylococcus aureus 25923, Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia
coli 25922), par la méthode de diffusion des disques imprégnés d'extrait de plante sur un
milieu solide (Mueller-Hinton). C’est une méthode qualitative basée sur la mesure des
diamétres des zones d’inhibition.
Les résultats de l'activité antibactérienne de I'extrait éthanolique de Melissa officinalis

L. sont présentés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Diamétre de la zone d'inhibition en mm pour les souches bactériennes testées
avec l'extrait éthanolique, le DMSO et les antibiotiques.

Diametre de la zone d'inhibition en mm
Souches i
. Extrait o
bactériennes ) ) DMSO Antibiotique
éthanolique
Escherichia
coli 0 0 14 mm
Pseudomonas
) 0 0 16mm
aeruginosa
Staphylococcus
0 0 17mm
aureus

Le tableau 11 montre l'absence de zones d'inhibition induites par l'extrait éthanolique de
Melissa officinalis et le DMSO. Il est a noter que pour I’ensemble des souches testées, ni
I’extrait éthanolique ni le témoin négatif (DMSO) n’ont montré d'influence sur les souches
testées (0 mm). Ce résultat pourrait éventuellement étre di a une forte dilution de I'extrait de
mélisse par le DMSO. En comparaison, les antibiotiques tels que la vancomycine, la
ticarcilline et la colistine ont montré une activité significative (sensible), avec des diametres

d'inhibition respectifs allant de 14 a 17 mm (figure 30).

Figure 29 : Zones d’inhibition de 1’extrait de Melissa officinalis sur les souches

bactériennes testées (Originale, 2024)
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Les résultats obtenus indiquent que les différentes souches testées, a savoir Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, sont résistantes a I’extrait éthanolique de
la mélisse. Ces résultats sont en accord avec ceux de Feknous (2018), qui ont également
trouvé que l'extrait méthanolique de la méme plante n’a aucune influence sur les mémes
souches testées. En revanche, Jedidi et al. (2023) ont demontré que I'extrait aqueux de la
mélisse possede une forte activité antibactérienne, probablement due a la richesse de la plante
en composés biologiquement actifs. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Carvalho et al.
(2021), qui ont suggéré que la mélisse pourrait étre potentiellement utilisée dans la
conservation des aliments. D'autre part, Bounihi (2016) a révélé l'inefficacité de I'extrait
aqueux de Melissa officinalis vis-a-vis de toutes les souches testées, alors que I'huile
essentielle s'est avérée active contre toutes les souches bactériennes (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, et Escherichia coli) avec une zone d'inhibition allant de 20 a 46

mm.

Abdellatif et al. (2023) ont mentionné que le macérat eéthanolique de Melissa officinalis
présente une trés bonne activité (35 mm) contre Staphylococcus aureus, méme supérieure a
celle de l'antibiotique de réference, la Gentamicine (25 mm). Il est important de noter que les
bactéries Gram-positives sont généralement plus sensibles a I'extrait éthanolique de mélisse
que les bactéries Gram-négatives, ce qui corroborerait les résultats d'Aloui et al. (2019) et
Jedidi et al. (2022b). Cette sensibilit¢ pourrait sexpliquer par la présence de
lipopolysaccharides hydrophobes dans la membrane externe des bactéries Gram-négatives,
qui leur confere une meilleure protection contre divers agents antimicrobiens (Bertani et
Ruiz, 2018).

Beaucoup de travaux démontrent ’efficacité de 1'huile essentielle de la mélisse. Globalement,
nous constatons que Melissa officinalis présente une bonne activité antimicrobienne,
notamment son huile essentielle. Heidarian et al. (2022) montrent que I'huile essentielle de
Melissa officinalis présente des effets antimicrobiens plus élevés contre Pseudomonas
aeruginosa et E. coli. Alizadeh Behbahani et Shahidi (2019) et Klaga et al. (2017) ont
signalé de forts effets antimicrobiens de I'huile essentielle de Melissa officinalis contre P.
aeruginosa, tandis que Ehsani et al. (2017) et Jafarzadeh et al. (2020) ont mentionné son
effet élevé contre E. coli.

Bien que la paroi cellulaire des bactéries Gram-positives soit plus susceptible aux agents
antimicrobiens, composés chimiques, et méme aux médicaments a base de plantes, I'huile

essentielle de Melissa officinalis, en raison de la possible présence de composés chimiques a
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base d'alcool, peut pénétrer directement les lipopolysaccharides de la membrane externe de P.
aeruginosa et E. coli. Ainsi, elle constitue un bon candidat pour les bactéries Gram-négatives,
en particulier P. aeruginosa et E. coli. Cependant, la détermination exacte des mécanismes
sous-jacents nécessite davantage de recherches. Les recherches bibliographiques révélent
également que I'huile essentielle de Melissa officinalis est rapportée comme étant plus active
contre Shigella sonnei, Vibrio parahaemolyticus, E. coli, et S. aureus.
6. Evaluation de I’activité antifongique

L’évaluation de I’activité antifongique de I’extrait éthanolique des feuilles de Melissa
officinalis a été testée sur une souche fongique : Aspergillus brasiliensis, en utilisant la
meéthode de contact direct.
Les résultats présentés dans la figure 31 indiquent que la souche Aspergillus brasiliensis est
sensible a I’extrait éthanolique de Melissa officinalis, enregistrant un taux d’inhibition de 75

% (2,65). Par conséquent, la plante de Melissa officinalis est considérée comme active.

Figure 30 : Effet de I’extrait éthanolique de Melissa officinalis sur la souche fongique

Aspergillus brasiliensis (Originale, 2024)

Selon la littérature consultée, aucune étude n’a été réalisée sur I’action inhibitrice de Melissa
officinalis sur la souche fongique Aspergillus brasiliensis. En revanche, des travaux menés sur
des especes du méme genre, telles que Aspergillus carbonarius et Aspergillus ochraceus,
ainsi que sur les levures Candida albicans et Candida glabrata, ont souligné un effet
antifongique faible de l'extrait éthanolique de cette plante sur ces levures et le champignon
Aspergillus ochraceus. Aucun effet n'a été observé sur la souche fongique Aspergillus
carbonarius (Abdellatif et al., 2023).
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Feknous (2018) a signalé que I’huile essentielle et 1’extrait méthanolique de la mélisse
officinale agissent sur la levure Candida albicans avec une zone d’inhibition de 45 mm. Elle a

suggére que la mélisse présente une bonne activité antifongique.

Dastmalchi et al. (2007) ont indiqué que l'extrait éthanolique contient des composés
phénoliques et des flavonoides efficaces pour inhiber la croissance des champignons et des
bactéries. lls ont conclu que ces composés jouent un réle crucial dans l'inhibition du
développement fongique, corroborant ainsi nos observations. Les phénols et flavonoides, bien
connus pour leurs propriétés antioxydantes, semblent également perturber les membranes

cellulaires des microorganismes, conduisant a leur destruction.

Dans une autre étude, Penchev (2010) a trouvé que ’extrait éthanolique de Melissa officinalis
montre une forte activité antifongique contre plusieurs souches fongiques. Cette étude
souligne que l'efficacité des extraits dépend de la concentration des composés actifs,
notamment les phénols et les tanins. Nos résultats sont en accord avec ces conclusions,
suggerant que la teneur élevée en composés phénoliques et tanins dans notre extrait de

mélisse est responsable de son activité antifongique significative.

De méme, Salehi et al. (2018) ont mené une analyse approfondie de l'activité antifongique de
I'extrait de mélisse en Iran. lls ont trouvé que l'extrait contient une concentration élevée de
composeés phénoliques qui inhibent efficacement la croissance des champignons. lls ont
conclu que les extraits éthanoliques de Melissa officinalis sont particulierement efficaces
contre les champignons, grace a leur contenu élevé en composés bioactifs. Nos observations
sont cohérentes avec cette étude, renforcant I'idée que les composés phénoliques sont les

principaux contributeurs a l'activité antifongique de I'extrait.
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L'étude de l'activité biologique de la mélisse met en lumiere I'intérét des plantes
aromatiques et médicinales a potentiel thérapeutique, confirmant ainsi la pertinence de leur
utilisation traditionnelle. Elle révele également que notre pays posséde une biomasse végétale
riche et diversifiée, constituant une ressource précieuse pour la découverte et le
développement de nouvelles molécules actives a visée thérapeutique.

Dans cette étude, nous avons évalué trois activités biologiques : antibactérienne, antifongique
et antioxydante. Nous avons également réalisé un criblage phytochimique et un dosage de
certains composés, notamment les phénols totaux, les flavonoides et les tanins condensés de
I’extrait éthanolique de la partie aérienne de Melissa officinalis.
Le rendement d’extraction des composés phénoliques par I’éthanol a révélé un pourcentage de
5,1 %, attribuable a plusieurs facteurs tels que la méthode d'extraction, l'organe utilise,
l'origine géographique de la plante, la période de récolte et le solvant employé. Le criblage
phytochimique a permis d’identifier des tanins, des flavonoides, des saponosides et des
mucilages, tandis que les glucosides et les saponines étaient présents en faible quantité. Les
anthocyanes étaient totalement absentes dans les feuilles de la mélisse. Ces métabolites
secondaires présentent une grande valeur thérapeutique.
La quantification par spectrophotométrie a révelé une teneur élevée en polyphénols (30,80 +
1,53 mg EAG/g MS), en flavonoides (1,693 = 0,03 mg EQ/g MS) et en tanins condensés (3,32
+ 0,02 mg EC/g MS) dans ’extrait éthanolique des feuilles de Melissa officinalis.
L’activité antioxydante, mesurée par la méthode DPPH, a montré un fort pouvoir réducteur de
l'extrait éthanolique avec une IC50 de 43,26 £ 0,40 pg/ml, proche de celle de I’acide
ascorbique (31,047 £ 0,48 pg/ml).
L’activité antibactérienne, testée sur trois souches (Escherichia coli, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa) par diffusion sur disque, a montré une résistance des souches vis-a-
vis de I'extrait éthanolique.
L’activité antifongique, évaluée sur Aspergillus brasiliensis par la méthode de contact direct,
a revelé une inhibition de 75 % du développement fongique, indiquant une activité
antifongique notable de la plante.
Ces résultats constituent une premiére étape prometteuse dans la recherche de substances
biologiquement actives d'origine naturelle. L'espéce Melissa officinalis présente un bon
potentiel thérapeutique, ouvrant ainsi des perspectives de recherche intéressantes. Il serait
pertinent d'explorer :

e D'autres méthodes d'extraction (extraction par solvant, CO2 supercritique...) pour

améliorer les rendements.
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o L'analyse chromatographique (CGMS, HPLC) pour identifier précisément les
composes actifs et doser les constituants chimiques.

o La diversification des souches bactériennes et fongiques, et la comparaison de
I'efficacité avec des antibiotiques et antifongiques standards utilisés en clinique.

e L’¢évaluation d’autres activités biologiques telles que les activités antidiabétiques,

cytotoxiques et cardioprotectrices.
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Annexe |

Matériel et appareillage

Produits chimiques et réactifs

Broyeur électrique
Micropipettes
Balance électrique
Papier wattman
Spectrephotométre
Bain de marie
Etuve

Incubateur
Agitateur

Vortex

Tubes a essais
Boite de petri

Bec Bunsen

Ethanol

NAOH

FECL3

HCL

NH4OH

Anhydrique acétique
Acide sulfirique

Hcl

DPPH

DMSO
Muller-Hinton
Potato-Dextrose-Agar (PDA)
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Figure 18 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique.
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Figure 20 : Courbe d'étalonnage de la quercétine
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