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Résumeé

Le but de notre étude est d’'apporter des élémeantsodnaissances chimiques relatifs a une planteactére thérapeutique Melissa

officinalis L. ».

L'aspect macroscopique de la plante a mis en égilémprésence d’'un tapis de poils épidermiquédastige, les feuilles, le pétiole et le

calice et la corolle des fleurs.

Des coupes microscopiques au niveau des tigeiefeat pétioles par la technique de double cdlomgivert de méthyle-rouge Congo) ont
révélé la présence de structures sécrétrices sriphes (poils épidermiques a téte vésiculaire).

L'extraction de I'huile essentielle de la plantecamplie par le procédé de I'entrainement a la wag&au avant la floraison, a donné un

rendement de 0,17%.

L'utilisation de la chromatographie gazeuse coum@é& spectrophotométrie de masse nous a permisodeaitre la composition
qualitative de I'huile essentielle de la plantéréti oxyde de caryophyllene, bergamotene et ofiphacétate).

L’extraction des composés non volatils par le seixaldonné 10,86% des composés apolaires et 31&3%omposés polaires.

L'extraction de certains principes actifs par lacgration a permis de quantifier une teneur de 7d&anins et 0.6% d’hétérosides
flavoniques, conferant ainsi a cette plante difiéze propriétés thérapeutiques.

Mots-Clés: Melissa officinalisL. ; plantes médicinales ; huile essentielle ;ahétites secondaires.

1. Introduction

Les feuilles alimentées en éléments simples (eds, s
minéraux, oligo-éléments) et, recevant I'énergiesaleil,
synthétisent un ensemble de molécules organiqss tr
complexes qui sont des agents des vertus médisidale
monde végétal [2].

A linstar d'autres contrées du monde, I'Algérie
possede aussi ses "jardins splendides" avec satepla
vertueuses et la médecine traditionnelle, ainsiiqurée,
trouve un accueil favorable auprés des populatopnis
sont, hélas, parfois en proie a un charlatanismerant et
dangereux pour les malades [11]. est important de
s'assurer de l'innocuité d'une plante, de connattes
possibilités et ses limites et de savoir dans gsell
conditions on peut I'utiliser [6].

M. officinalis est une vieille plante mellifére,
condimentaire et médicinale, importée par les Romat
les anciens Grecs [3]. Les apiculteurs des aboedtad
méditerranée avaient I'habitude d’en enduire leshes
afin que les abeilles ouvriéres ne s’éloignent gadeur
demeure [4]. Elle sert de remede médicinal depluis ge
2000 ans [13]En Algérie, la mélisse est cultivée dans les
régions de la Kabylie. Néanmoirgdle est spontanée dans
les montagnes du Tell, ou elle est signalée consseza
rare jusqu’en 1962. On I'observe dans les ravimaitias
des montagnes de Babors, du Djurdjura et de I'Atlas
Blidéen, les décombres, les endroits frais et @éts,
ainsi qu’aux alentours des maisons [1];[8];[11];[7]

La mélisse (famille des lamiacées) est une plante
herbacée touffue (Figure 1.1), robuste et vivace, a
rhizome court [17].

Elle est aromatique et tres parfumée. Elle dégage u
odeur agréable de citron caractéristique, obtenae p
simple froissement des feuilles [18];[1];[20].
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8 Extraction, caractérisation et identification de gielques métabolites secondaires actifs de la méligdéelissa officinalis L.)

Le but de notre étude est d’apporter des éléments d
connaissances chimiques relatifs a cette plantesgaot
sur le sol algérien et trés préconisée par lesonistbs
pour son action calmante et antispasmodique.

En effet, les métabolites secondaires font et méste
'objet de notre recherche, notamment les consttsia
naturels tels que les composés phénoliques etuigssh
essentielles (HE).

2. Matériel et Méthodes

2.1.Matériel végétal

La partie aérienne (tige-feuilles) de la mélissét&
récoltée avant la floraison durant le mois de mMzOR
dans la localité de Hammam Melouane (wilaya dedld
Algérie).

Le séchage de la plante a été effectué naturelleénen
l'abri de la lumiéere et de I'humidité sur du papérant
15 jours (Fig.1).

L'identification de la plante a été faite au nivedu
Parc National de Chréa (direction de Blida) ainsiag
laboratoire de botanique du département d’agronamie
l'université Saad Dahlab de Blida.

2.2.Coupes histologiques

Pour chercher desspécificités morphologiques et
anatomiques de la plante et localiser éventuellérssn

sites sécréteurs des essences aromatiques, desscoup

histologiques microscopiques au niveau des feuiliges

et pétioles de la plante ont été accomplies ptacdanique

de la double coloration (vert de méthyle - rougen@iy
[16] et ce en parallele avec des observations
macroscopiques.

2.3.Etude des composés volatils
2.3.1. Extraction de 'huile essentielle de mélisse

L'extraction de I'HE de mélisse a été faite par
entrainement a la vapeur d’eau suivie d’'une détetian
du rendement.

Il s’agit d’'une distillation continue en circuit f@é
pendant un temps suffisant pour entrainer la tétale
I'huile essentielle contenue dans la plante. Lgreuas en
traversant la plante font éclater les cellules réta@nent
avec elles I'huile. Aprés condensation et liquédact
I'huile surmonte l'eau dans l'ampoule de décamtatio

(Fig.2).

Pour la récupération de I'HE de la phase aqueuse de

I'hydrolat nous avons procédé a la séparation digui

liquide avec un solvant organique, éther diéthgiqu
sélectionné pour son affinité vis-a-vis des HE.

Aprés la décantation (Fig.3), la phase organique es
récupérée et débarrassée de toutes traces d'eadupar
sulfate de magnésium anhydre. L'utilisation d'un

évaporateur rotatif permet d'éliminer I'éther etbténir
ainsi I'HE.

Fig.3: La décantatio

2.3.2. Analyse chromatographique de I'HE :

Conditions opératoires de la Chromatographie
Gazeuse-Spectrométrie de Masse (CG-SM) :

Le protocole utilisé dans cette étape est celuptro
au laboratoire central de la police scientifiquésehnique
d'Alger.
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L'analyse chromatographique de I'HE a été effectuée
avec un chromatographe en phase gazeuse type Hewlet
Packard (6890N) couplé a un spectromeétre de méhze (
5973N) d’Agilent.

La fragmentation est effectuée en mode électron-
impact (E.l.) a 70eV, voltage de multiplicateur 058
2000 V.

La CG est muni d’'un injecteur Split, d’'une colorere
silice fondue remplie d'une phase stationnaire HP-1
(méthylsilicone). Le gaz vecteur est I'hélium aveo
débit de 1 ml / min.

La séparation chromatographique est faite sur une

colonne HP-5 (30 m x 0,32 mm. D x 0,28n film
thickness). La température de la colonne est progree
de 37 & 250 °C & raison de 2 °C.thin

L’identification des constituants a été faite subhse
de la comparaison de leurs indices de rétention agax

des composés standards de la banque de données

informatisée.
2.4.Etude des composés non volatils polaires et apesair
2.4.1. Extraction au soxhlet

La poudre de la plante (40g) est introduite dans la
cartouche en papier filtre, cette derniére seraéglalans
le soxhlet surmonté d’'un réfrigérant (Fig.4).

L'avantage de ce type d'extraction est que le sblva
condensé, s’accumule dans un réservoir a siphoguice
augmente la durée de contact entre le solvantmolguit
a extraire. Quand le solvant atteint un certaireaiy il
amorce le siphon et retourne dans le ballon eraimant
la substance dissoute [12];[19].

En premier lieu, verser 500 ml d'éther de pétralasd
le ballon et porté a ébullition. Aprés une douzaite
siphonages, le solvant s’enrichi en substancesbleslu
Une concentration avec un évaporateur rotatif perme
I'obtention de la fraction lipidique.

Le marc dégraissé par I'éther de pétrole est regais
le méthanol selon le méme protocole pour la réatjér
de la fraction polaire.

Les ballons contenant les résidus secs sont peaéts a
et aprés extraction afin de déterminer la tenespaetive
de chacune des fractions.

2.4.2. Analyse des fractions polaire et apolaire pa
spectrophotometre UV-visible

Dans les composés, chaque fonction absorbe la
lumiere a une longueur donde bien déterminée,
appartenant au domaine UV-visible [15].

Dans notre étude, cette technique a été utilisée po
déterminer la présence de groupements fonctiomutifs
des concretes et confirmer ainsi la réussite dadetion.

Les deux fractions apolaire (par I'éther de péfrete
polaire (par le méthanol) sont reprises dans gesiqul

du solvant approprié et sont soumises a un balagage
spectrophotométrie entre 220 et 800 nm.

Fig.4: Montage Soxhlet.

2.5.Extraction de certains principes actifs de mélisse

La macération est une opération qui consiste adaila
poudre du matériel végétal en contact prolongé awvec
solvant pour en extraire les principes actifs. C'ese
extraction qui se fait a température ambiante [13];
Nous avons effectué I'extraction des tanins etdiaides
deMelissa officinalisde cette maniére.

2.5.1. Extraction et détermination de la teneuta@mns

30 g de poudre végétale a été dégraissée en &=murdi
macérer dans 100 ml d'éther de pétrole pendant.24 h
Aprés filtration, le marc est récupéré alors que la
chlorophylle et les lipides sont éliminés.

Le marc récupéré est repris par 50 ml d'éther diétie
ensuite il sera filtré pour éliminer les phénolgs |
catéchines et l'acide oxybutyrique.

Le marc est repris une deuxiéme fois par 100 ml de
méthanol. Il est filtré dans un ballon préalabletsé.

Le filtrat méthanolique est soumis a une évapomnasious
vide pour obtenir un résidu sec. C'est un extrait ¢gie
tanins qui sera pesé [9].

2.5.2. Extraction et détermination de la teneur en
flavonoides

Une quantité de 30 g de poudre végétale est madérése
100 ml de méthanol pendant 72 h. Aprés filtratita,
méthanol est évaporé par un évaporateur rotatihé u
température de 60 °C sous vide. Le résidu sec olaen
traité par 50 ml d'eau tiede pour I'obtention daxtrait
agueux.

Nous avons mis en oeuvre une série d’extractiandet
liguide dans des ampoules a décanter par des $®lvan
miscibles a I'extrait aqueux.
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Cette opération permet la séparation d'un ou deialts

constituants par I'utilisation de leur distributiomégale

dans deux liquides pratiguement non miscibles.

Elle consiste en I'addition de 3x30 ml de chloroferqui

élimine la chlorophylle et les lipides. Ensuite, uso
ajoutons 3x30 ml de I'éther diéthylique pour exedes

génines et les flavonoides libres. Enfin, 'additae 3x30

Extraction, caractérisation et identification de quelques métabolites secondaires actifs de la méligdéelissa officinalis L.)

3.2.Extraction et rendement en huile essentielle

Par entrainement a la vapeur d'eau de la plant&sgéc
nous avons obtenu comme représente le tableau 1, un
rendement moyen de 0,17 % en huile essentielle.

Tableau 1: Résultats de I'extraction par entraimégada vapeur d'eau.

ml d’acétate d’'éthyle permet d’éliminer les monesidkt
entraine la majorité des hétérosides flavoniquescadurs
de ces différentes étapes, nous récupérons la phase

Poids de la plante| Poids de I'HE Rendement
(moyenneeng+| (moyenneeng (% * écart
écart type) + écart type) type)

aqueuse.
Au cours de la derniére phase aqueuse, nous aputo

3x30 ml de butanol pour récupérer la phase alcoeliq

792,8259 + 75,9605 11,3780 +0,0767 0,1747 +0,0{126

Cette derniére phase contenant les flavonoides est
récupérée dans un ballon préalablement pesé. Etle e
ensuite soumise a une évaporation du butanol sdesav
55 °C pour l'obtention du résidu sec. C'est |'déxinlas
flavonoides qui sera pesé.

3. Résultats et Discussion

3.1.Observations microscopiques des structures
sécrétrices

Cette étude a permis de localiser les sites sérste
des essences végétales. L'observation morphologigsie
tiges, feuilles, pétiole, le calice et la corollesdfleurs
sous loupe binoculaire a mis en évidence la présdhum
tapis de poils épidermiques.

A l'échelle microscopique, les coupes histologiques
réalisées dans les organes étudiés montrent 'absde
cellules sécrétrices, de poches sécrétrices ouadaug
excréteurs.

Les coupes transversales au niveau des tiges font
apparaitre la présence 2 types de poils: les poils
sécréteurs a téte vésiculaires responsables deiétion
de I'HE ainsi que les poils protecteurs pluricelitds

(Fig. 5)

Fig.5: Observation microscopique des poils au nivéa la tige (Gx 40)
: (A) Poils sécréteurs a téte vésiculaires; (B)sPmiotecteurs.

Ce rendement peut varier d'une part, d'une régiaomea
autre, selon les facteurs pédoclimatiques, etrd'guatrt
selon I'équipement d'extraction.

L’HE obtenue est un liquide de couleur jaune foncée
avec une odeur trés forte, citronnée et trés atgéhbs
caracteres organoleptiques de 'HEMelissa officinalis
sont trés appréciés en parfumerie.

3.3. Composition chimique de I'HE

L'analyse de I'HE dMlelissa officinalispar CG-MS,
nous a permis d'obtenir le chromatogramme représent
dans la figure 6.

Interprétation du chromatogramme

Le chromatogramme issu de [l'analyse de [I'huile
essentielle de Melissa officinalis L. comporte gegiics
nécessaires. Chaque pic a été soumis a une argdyse
spectrophotométrie de masse permettant ainsi difaan
chaque molécule.

Le pic n°1 correspond au spectre de masse du oéral
citral b, qui est le terpéne responsable de I'odimira
mélisse.

Le pic n°2, le plus important, correspond au sgedt
masse de (-)-oxyde de caryophyllene, appartendat a
famille des oxydes terpéniques. Selon ANTON, R. et
WICHTL, M, ce composé est le résultat de la
transformation de p-caryophyllene en époxyde de
caryophyllene durant la conservation de la plarfdp [
C'est un stéréoisomere de I'époxyde de caryopleyllen

Le pic n°3 correspond au spectre de masse de
bergamotene, qui appartient a la famille des
sesquiterpenes.

Le pic n°4 correspond au spectre de masse deatacét
de citronellyl, qui est un ester.

Le détail de la composition chimique des molécelsts
représenté dans le tableau 2.

Ces constituants majoritaires qui caractérisené ¢¢E
peuvent varier considérablement en fonction deiglus

parameétres notamment les conditions de stockage ain
que I'équipement et le mode d'extraction.
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LABORATOIRE CENTRAL DE POLICE SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE
ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE GCIMS

y LEEDEN-2VLV T,
citronnelle_hexanz_huile

"’f JDLILHJM.: l}ALLJJML ‘ |

Fig. 6: Chromatogramme de la fraction volatile delista officinalis L. extraite par entrainemena &&peur et
analysée par CG-MS

Tableau 2: Composition chimique de I'HEMelissa officinalisl.

Temps de

rétention (min) Composés majoritaires Formule brute| Structure aumi

7,62 Néral (Citral b) @H160 -

(-)- oxyde de
10,84 caryophyllene CisH240 ’

11,86 Bergamotene N @‘(_\{

13,88 Citronellyl acétate 18250, O"Ioﬂl/wfr

Tableau 3: Résultats de I'extraction des compgs@laiees et polaires.

Poids de la poudre Poids de la concréte
(moyenne en g + écart (moyenne en g + écart Pourcentage
- - (% = écart type)
type) type)
CO”‘IDF’SGS 4,3452 +0,2704 10,8602 + 0,6750
apolalres | 40,0100 + 0,0031
Composes 14,8708 + 0,6210 37,1675 + 1,5493
polaires
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3.4. Etude des composés non volatils polaires elzaes :

3.4.1. Extraction au soxhlet :

L'extraction a I'aide du soxhlet, a permis d’obtet,86 %
des composés apolaires et les composés polaires
représentent 37,17 % du poids de la poudre de liasaé
comme est représenté dans le tableau 3.

3.4.2. Analyse des fractions polaire et apolairer pa
spectrophotomeétre UV-visible :

Un balayage a été effectué entre 220 nm et 800finnde
vérifier la présence de métabolites. Les résutthtenus
sont représentés dans les figures 7 et 8.

Fig.7: Spectre UV-visible de I'extrait apolaireMelissa officinalis..

Fig.8: Spectre UV-visible de I'extrait polaire Mielissa officinalis_.

On observe les différents pics d'absorption entfonde la
longueur d'onde et de l'absorbance pour chaquéidinac
confirmant ainsi l'efficacité de l'extraction.

Selon LAFONT [14], le domaine d'absorption situdren
291 nm et 300 nm est propre aux composés benzénique
alors que le domaine entre 400 nm et 498 nm est
caractéristique aux caroténoides et dérivés. @elie 600

nm et 664 nm correspond a la chlorophylle.

» Lafraction apolaire:

Nous pouvons remarquer la présence de 03 pics a 03
longueurs d'ondes différentes, avec une absorbélevée
entre 250 nm et 350 nm. Cette absorption peut étre
expliquée par la présence de composés benzéniques.

» La fraction polaire:

Nous pouvons remarquer la présence de 07 pics a 07
longueurs d'ondes différentes, ce qui signifiertsspnce de
molécules actives au niveau de cet extrait alcaeliq
L'absorption a 402 nm et a 671 nm correspond
respectivement a la richesse en caroténoides et
chlorophylle.

L'analyse des deux concrétesMelissa officinalisrévéle
gue la fraction polaire est trés riche en métabslit
secondaires ce qui lui confére différentes progsiét
thérapeutiques.

3.5. Extraction de certains principes actifs deigsd :

3.5.1. Extraction et détermination de la teneutagms :

Le résultat de la teneur en tanins obtenue de langode
mélisse montre que cette plante est trés richearimg,
avec un taux de 7,5983%, donnant a cette plante les
différentes propriétés thérapeutiques [10].

Cette teneur correspond principalement a l'acide
rosmarinique tel qu'il est précisé par Anton [5Tetischer

[17].

3.5.2. Extraction et détermination de la teneur en
flavonoides :

Nous constatons d'aprés le résultat de la teneur en
flavonoides de la poudre gudelissa officinaliscontient
0,6360% de flavonoides.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus parchieus
[17]. En effet, selon Teuscher [17], la teneurlemdnoides

est comprise entre 0,2 % et 0,7 % chez la mélisse.

4. Conclusion

La science moderne, en étudiant et analysant letsef
thérapeutiques des plantes, n'a pas pour but dsubm
leur valeur mais, elle veut préciser, comparer lasser
leurs diverses propriétés quelles soient bénéfigueson.
Cette étude a pour but de grouper les plantes étseff
similaires, choisir les plus efficaces et les faiomnaitre et
éviter celles qui sont toxiques pour 'homme.
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Le présent travail avait pour objectif de détermire
composition chimique dMlelissa officinalisL., tres utilisée
en Algérie, et d’en connaitre éventuellement le lesi
principes actifs lui conférant des propriétés thétaiques.
L'utilisation des procédés d'extraction tel que
I'entrainement a la vapeur d'eau et le soxhletranipede
séparer et de quantifier les molécules volatilesnen
volatiles. Ainsi, nous avons obtenu un rendementenale
0,17 % en huile essentielle a propriétés organigleps trés
appréciées en parfumerie.

La  chromatographie  gazeuse
spectrophotométrie de masse est une techniquegfina
permis d’identifier la composition chimique ddelissa
officinalis L. En effet, elle a permis d’identifier la
composition moléculaire de I'extrait volatile de pdante
qui est composé essentiellement de terpéne,
terpénique, sesquiterpéne et d'ester.

L'extraction séparément des principaux composeéssact
nous a permis d’en déterminer la teneur dans katel#&lle
est de 7,6 % pour les tanins et 0.6 % pour lesrdsities
flavoniques.

L'ensemble des résultats obtenus in vitro constitne
premiere étape dans la recherche de substancesudm s
naturelle biologiquement actives. Dans le domamgéhie
génétique, il serait intéressent d'étudier la ok
d’exploiter cette plante pour la production de neawx
antibiotiques. Des études complémentaires in varaient
nécessaires pour évaluer les effets de la mélisse.
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