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Introduction



Tout au long de I'histoire des traitements médicaux montrent 1’utilisation des

plantes. Ainsi, des tablettes d'argile de I'époque sumérienne décrivent une pharmacopée riche
en plantes telles que le Myrte, le Thym, la Sauge, Melissa officinalis ...etc. Celles-ci etaient
utilisées en décoctions que I'on filtrait avant de les absorber (Baba Aissa F., 2000).

Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une partie posséde des propriétés

médicamenteuses (Bruneton J., 1987).

La Melisse est une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle en
raison de ses propriétés sédatives, carminatives, antispasmodiques, anti-inflammatoires,
antivirales et surtout antioxydantes. Les propriétés de la Melisse sont attribuées
principalement a 1’acide rosmarinique. Son huile essentielle présente une activité

antibactérienne, anti-parasitique, antihistaminigue et antifongique.

Question qui pose ici quelles sont les organes et les tissus sécréteurs, le lieu de
synthese, et stockage des huiles essentielles & la Melisse (Melissa officinalis L) ?

Notre travail consiste a faire une étude histologique de I’appareil sécréteur de
I’huile essentielle d’une plante médicinale (PM) appartenant a la famille des Lamiacées :
Melissa officinalis L, est divisée en deux parties :
La premiere partie est une étude Théorique, nous avons abordé une généralité sur les huiles

essentielles et description de la plante médicinale Melissa officinalis L.

Dans le deuxiéme partie est une étude Pratique, nous avons realisé des coupes histologiques
au niveau des organes végetales (racine, tige et feuille) pour connu les tissues sécréteurs des

huiles essentielles de cette plante.






Chapitre I :
Les huiles essentielles
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I .1.Historique

Les premieres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent
de I’an 3000 avant J.C. les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné
la civilisation humaine depuis ses premieres genéses. Les egyptiens puis les grecs et
les romains ont employé diverses matiéres premiéres a d'origine vegétales. Ainsi que les
produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles. Ces utilisations concernaient
differents domaines: parfumerie, medecine, rites religieux, coutumes paiennes,
alimentation,... etc (Bougura A., 2012), L’alambic est incontestablement associé a Avicenne
(930-1037), tout comme le Giovannil- Baptista Della Porta (1540-1615), dans son célébre
ouvrage « De destillatione » parut en 1567, mentionne les connaissances avancées des Arabes
dans le domaine de la distillation.

Hermann Boerhave (1668-1738) fut 1’un des prémiers a décrire les HEs d’un point
de vue chimique (Hellal Z., 2011).

11 existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles dont environ 300 sont réellement
commercialisées, destinées principalement a 1’industrie des arémes et des parfums. Mais la
tendance actuelle des consommateurs a rechercher une alimentation plus naturelle a entrainé
un regain d’intérét des scientifiques pour ces substances. Depuis deux décennies des études
ont été menées sur le développement de nouvelles applications et I’exploitation des propriétés

naturelles des HEs dans différents domaines (Zhiri A., 2006).
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I .2.Définition

Une huile essentielle selon la pharmacopée est un produit de composition complexe
renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux (Florence M ., 2012).

La norme AFNOR NF T 75-006 définit I’huile essentielle comme : « un produit obtenu
a partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
hydrodistillation. L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédeés
physiques » (El kalamouni C., 2010).

Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires produits par les
plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Ces extraits contiennent
en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes
(monoterpénes, sesquiterpénes,...). Il est admis que I’effet de ces composés purs peut étre

différent de celui obtenu par des extraits de plantes (Hamdani D., 2012).

On distingue trois catégories des huiles essentielles : les huiles brutes ou naturelles, les

huiles rectifiées et les huiles fractionnées :

e Les huiles brutes ou naturelles sont obtenues par distillation d’une grande quantité de
matiéres premieres broyées (branches, aiguilles, écorces, bois, etc.). Elles ne sont pas
raffinées.

e Les huiles rectifiées sont des huiles brutes purifiées, c’est-a-dire que certains résidus
laissés lors de la distillation sont éliminés par I’entrainement a la vapeur.

e Les huiles fractionnées sont des huiles essentielles de qualité supérieure. On les
obtient en séparant les composés volatils en diverses fractions, selon leurs points
d’ébullition spécifiques (Mélanie T., 2001).

I. 3. La biosynthése des HES
La biosynthése des HEs a comme départ : la chlorophylle (laboratoire central de tout le
monde végétal).
Dans la synthese des HEs. il y a deux points importants :
e la nature du sol: la biosynthese des HEs sont sous la dépendance d'enzymes
a chaque étage de la chaine dont de nombreuses métallo-enzymes, la nature physico-
chimique différent d'un sol a l'autre n'offre donc pas a la plante les mémes oligo et

micro-eléments d'ou composition differente (Vassart S., 2009).
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e Lerayonnement solaire: 1.R. dominent en bord de mer
U.V. dominent en altitude
La aussi, les enzymes sont sensibles aux radiations lumineuses avec comme corollaire des

H.E. pouvant étre différentes pour le méme type de plante (Vassart S., 2009).

I .4 . Localisation et Lieu Synthese les HEs

Les huiles essentielles n “existent quasiment que chez les végétaux supérieurs Il ya
environ 500 000 plantes sur terrel0 000 d’entre elles, environ, possédent des propriétés
médicinales (Bekhechi C. et Abdelouahid D ., 2010).

Les huiles essentielles peuvent étre extraites de différentes parties de la plante.
Il peut s’agir de 1’écorce (ex : Citron, Orange, Bergamote), de graines (ex : Cardamome,
Coriandre, Fenouil), de feuilles (ex : Eucalyptus, Mélisse), de racine (ex : Angélique,
Vétiver), de fleur (ex : Ylang-ylang, Camomille), de bois (ex : Bois de cede, Santal) (Degryse
A-C.etal ., 2008).

I. 5 .Tissus sécrétion
Les HEs sont synthétises et accumulées dans des structures histologiqguement spécialisées.
On retrouve ces structures sur ou a proximité de la surface de la plante et dans tous les
organes végétaux (Duval L ., 2012).
On peut distinguer :
e Tissus de sécrétion externe.
e Tissus de sécrétion interne.

e Cellules de sécrétion intracellulaire.

I .5. 1. Les tissus de sécrétion externes

I.5.1.1 .Les papilles épidermiques :
sont des cellules épidermiques conique sécrétrices d’essence comme dans les pétales de rose ,

de muguet , ou de violette (Duval L., 2012).
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I.5.1.2 .Les poils sécréteurs :
Sont des éléments du trichome spécialisés dans la sécrétion; la cellule terminale
élabore une substance qui est accumulée entre cette cellule et la cuticule ; ils se rencontrent

sur les tiges et feuilles de pélargonium, de primevére ou de Sauge par exemple :

4R

CS: cellule sécrétrice PE : poche a essence

CB : cellule basale
Figure 01 : Différents types de poils sécréteurs chez la Sauge officinale
(Franchomme P .et al ., 2003).

Les six types de poils sécréteurs capités et peltés (Fahn 1979 ; Werker .et al. 1985) :
A. Les poils sécréteurs capités appartiennent a trois types :

v' Le type | caractérise des poils petits et trapus, pourvus d'un court stipe unicellulaire et
d'une téte secrétrice unicellulaire arrondie. Ils sont déja présents chez la plantule et tres
abondants sur les organes en voie de développement. On les trouve dans toutes les
parties aériennes de la plante adulte, mais ils sont particulierement nombreux sur la
feuille et le calice.

v Le type Il caractérise des poils pourvus d'un stipe unicellulaire ou plus fréquemment
bicellulaire et d'une tete sécrétrice unicellulaire allongée. La partie apicale de la tete
est surmontée de la chambre sous-cuticulaire dans laquelle se dépose le produit de
sécrétion qui est de substance lipophile. La chambre sous-cuticulaire se rompt,
libérant ainsi la sécrétion qui se dépose sur la surface extérieure de la cellule apicale.
Chez la plantule, ces poils sont déja formés et fonctionnels. 11s sont aussi présents
dans toutes les parties de la plante adulte.

v Le type Il caractérise des poils fins et allongés, pourvus d'un stipe de 2-5 cellules (il
est particulierement long sur la tige) et d'une tete sécrétrice unicellulaire arrondie. Ce
poil sont tres fréquents, sur tous les organes examinés de la plante adulte (Nelly A .et
Bice B., 1993).
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B.Les poils peltés appartiennent aussi a trois types :

v Le type | caractérise des poils pourvus d'un stipe court, unicellulaire, et d'une téte
sécretrice formée de 12 cellules dont I'aspect est régulier. 11s sont présents sur tous les
organes examings : observes sur la tige, ils sont nombreux surtout sur I'épiderme
inférieur de la feuille et sur le calice, mais moins nombreux sur la corolle.

v Le type Il caractérise des poils pourvus d'un stipe unicellulaire trés allongé et d'une
tete sécrétrice formée de 8 a 12 cellules. 11s sont présents sur presque tous les organes
examinés, mais sont surtout fréquents et nombreux sur le calice, rares sur la tige et
absents des feuilles.

v Le type Il caractérise des poils pourvus d'un stipe tres réduit et d'une tete secrétrice
formée de 8 a 12 cellules d'aspect irrégulier, toutes disposees en éventail autour du
stipe. I1s présentent en général un large espace sous-cuticulaire ou se dépose la
sécrétion d'huile essentielle. 11s ne se trouvent pas sur la plantule alors gue dans la
plante adulte ils sont présents partout, mais surtout tres fréquents sur le calice, la
corolle et la face inférieure de la feuille ; ils sont plutat rares sur la tige (Fig 02) (Nelly
A .etBiceB ., 1993).

»
.
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Figure 02 : Poils sécréteurs : A- poils glanduleux capités des types I, Il et 11 ; B- poils
glanduleux peltés des types I, 1l et 111 (Nelly A .et Bice B ., 1993).

I.5. 2. Les tissus de secrétion internes
1.5.2.1.Les poches schizogenes (ou poches sécrétrices)
Elles sont formées par un massif de cellules sécrétrices qui entourent une cavité ou se

déverse le produit de sécrétion (fig 03), Selon I’origine de la cavité, on distingue :
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e les poches schizogénes : résultant de I’agrandissement du méat formé a 1’origine
entre les quatre premieres cellules dérivées de I’initiale de la poche; cet
agrandissement du méat se produit par I’écartement des cellules qui se divisent par
des cloisons uniquement radiales (poches des Myrtacées )

e les poches schizolysigénes : qui se forment d’abord selon le mode précédent ; mais
les cellules se divisent également par des cloisons tangentielles, et les plus internes

sont desagrégées (poches des Rutacée) (Gayral P.et Vindt J., 1961)

A. Feuille dEucalyptus
globulus :poches schizo-
génes vues par transpa-
rence.

B. Coupe fine d’'une feuille
dEucalyptus globulus
passant par une poche
glandulaire schizogéne,
formée de cellules sécré-
irices (1) bordant une ia-
cune sphérique conte-
nant 'essence (2) ; cuti-
cule épaisse (3), épi-
derme (4) ; tissu
palissadique (5).

Figure 03 : Exemple de poches schizogenes chez Eucalyptus globulus
(Franchomme P .et al ., 2003).

I.5.2.2. Les canaux secréteurs
Ces sont des poches schizogeénes tres allongées ; tous les intermédiaires existent entre
poche et canal. lls sont particulierement abondants chez certains groupes (Ombelliféres,
Coniférales ) (fig 04) (Gayral P.et Vindt J., 1961).

I 1: Cellules secrétrices

2: Cellules adjacentes transformés en
fibres lignifiées constituant une gaine

protectrice

3t lumiére du canal.

Figure 04 : Coupe transversale d'un canal glandulaire schizogéne de la feuille de Pinus

pinaster (Franchomme P .etal ., 2003).
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| .5 .3. Les cellules de sécrétion intracellulaire

1.5 .3.1. Les cellules sécrétrices isolées

Quelques cellules se spécialisent et accumulent des produits a I’intérieur de leurs vacuoles.

Elles meurent souvent lorsque la concentration du produit est maximale.

Exemples:

v Cellules de cannelle (Cinnamomum ceylanicum).
v Feuilles de Laurier (Laurus nobilis).

v" Rhizome du calmed (Acorus calamus).

Ces différents types d’éléments sécréteurs libérent leur contenu en se déchirant a la suite

d’une variation hygriométrique ou par action mécanique. la fonction biologique des essences

est mal connue mais pourrait avoire un role d’autoprotection dans le domaine des interactions

végétales (inhibition de germination) et des interactions végétales /animales (protection

contre les prédateurs et attraction des pollinisateurs)(Duval L., 2012).

| .6 .Propriétés physiques
Selon ( Bardeau F ., 1976; Legrand ,1978 ;Lemberg ,1982; Bruneton J .,1999 ),
les huiles essentielles possedant en commun un certain nombre de propriétés physique :

Elles sont soluble dans I'alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les
émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, et peu solubles dans I'eau a
laquelle, toutefois, elles communiquent leur odeur.

Leur point d'ébullition varie 160°C a 240°C.

leur densité est en général inferieure a celle de I'eau, elle varie de 0.75a 0.99 (les
huiles essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent
des exceptions).

Elles ont un indice de réfraction élevé.

Elles dissolvent les graisses, | iode, le souffre, phosphore et réduisent certaines sels
Ce sont des parfums, et sont de conservation limitée.

Sont tres altérables et sensibles a | oxydation (mais ne rancissent pas).

Ce sont des substances de consistance huile use, plus ou moins fluides, voire
rétinoides, trés odorants et volatiles.

A température ambiante, elles sont généralement liquides, incolores ou jaunes pales,
il existe, cependant, quelques exceptions, exemple : huile essentielles a azuléne de

coloration (Bekhechi C. et Abdelouahid D., 2010).
10
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I .7.R0le physiologique HEs

Beaucoup des plantes produisent les HEs en tant que métabolites secondaires. Leur role
exact dans le processus de la vie de la plante reste encore mal connu.

Selon (Bakkali .,2008), les HEs peuvent avoir plusieurs effets « utiles » pour la plante:
repousser ou au contraire attirer les insectes pour favoriser la pollinisation, comme source
énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, permettant de conserver I’humidité des
plantes désertiques, réduction de la compétition des autres especes de plante par inhibition
chimique de la germination des graines, par protection contre la flore microbienne infectieuse,

action répulsive sur les prédateurs par goQt et effets défavorables ( Hellal Z ., 2011).

1.8. Composition chimique des HEs
Peut varier considérablement :

e dans une méme plante selon les organes (feuille, fleur, fruit, bois)

e dans I'année selon la saison pour une méme plante,

e selon les conditions de cultures pour une méme espéce végétale (ensoleillement
humidité, longueur du jour, fertilité du sol),

e selon les races chimiques (ou chemotypes) pour une méme espece (I'exemple

classique est le thym avec 7 races chimique) (El kalamouni C., 2010).

| .8.1. Les Terpénoides :
IIs représentent le groupe le plus diversifié des métabolites secondaires, végétaux, plus de
15.000 composés différents sont décrits dans la littérature. Ils dérivent d’une structure de base

a cing carbones (C5H8), communément appelée isopréne (fig 05).

- H.

-:’J—é% ﬂ}c Hz
Ho o -
H

Figure 05 : Structure de la molécule d’isopréne (Khenaka K., 2011).

Selon le nombre répétitif de cette unité, les terpénoides sont classés en monoterpénoides (10C),
sesquiterpénoides (15C) et diterpénoides (20C).
Les mon-et sesquiterpénoides sont ,avec les cinnamates, les composants principaux des
huiles essentielles (Khenaka K ., 2011 ).
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| .8. 2. Les composés aromatique

Les dérivés du phénylpropane C6-C3 sont moins fréquents. Souvent des allyl- et
propénylphénols, parfois des aldéhydes et des dérivés méthoxylés. Certaines lactones dérivées
des acides cinnamiques (coumarines) peuvent aussi exister dans certaines HEs. des acides

cinnamiques (coumarines) peuvent aussi exister dans certaines HEs (Anonyme., 2010).

l. 8. 3 .Les composés d’origine diverses

Il existe un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation de
molécules non volatiles issues soit de la dégradation des terpénes non volatils qui proviennent
de I’auto-oxydation par exemple des caroténes ou des acides gras comme les acides linoléique

et a- linolénique en (3-cis hexanol, decanal, 3-ionone) (Hellal Z ., 2011).

I. 8. 4. Notion de chémotype

Le chémotype d’une HE est une référence précise qui indique le composant Biochimique
majoritaire ou distinctif, présent dans I’HE. C’est 1’élément qui permet de distinguer des HEs
extraites d’une méme variété botanique mais, d’une composition biochimique différente.
Cette classification permet de sélectionner les HEs pour une utilisation plus précise, plus sire
et plus efficace. Ce polymorphisme chimique existe chez certaines especes : Thymus vulgaris,
Mentho spicoto, Origanum vulgare. Il est important de noter que les HEs a chemotypes
différents présentent non seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres
variables (Hellal Z ., 2011).

I .9.Technique d’extraction des HEs

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales. En
général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter
(graines, feuilles, ramilles), de la nature des composés (par exemple, les flavonoides, les HEs,
les tanins), le rendement en I’huile et la fragilit¢ de certains constituants des huiles aux

températures élevées (Benjilali B., 2004).
1.9.1. Distillation

Dans l'industrie, il existe trois méethodes de base pour Il'obtention des huiles

essentielles : la distillation par I'eau ou "I'nydrodistillation™, la distillation a la vapeur d'eau

12
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ou "la vapo-hydrodistillation" et la distillation a la vapeur directe produite par un générateur
séparé " vapodistillation ".

Ces trois modes reposent sur le méme principe : entrainement des constituants volatils du
matériel végétal par la vapeur d'eau. La différence entre eux réside dans le degré de contact

entre I'eau liquide et le matériel végétal (Benjilali B ., 2004).

1.9.1.1. L’hydrodistillation

Dans ce procédé¢ la matiére premiére a traiter est entiecrement immergée dans 1’eau, qui
est ensuite portée a ébullition. La vapeur d’eau en s’échappant emporte avec elle 1’essence
recherchée. Le mélange vapeur essence est ensuite récupéré par condensation.

Les installations utilisées pour la conduite de ce procédé sont trés simples de
construction. Ils sont souvent exploités de facon extensive par les petits producteurs. Le
chauffage est le plus souvent réalisé sur un feu ouvert, ce qui comporte des difficultés pour le
controle de la bonne conduite de la distillation. En particulier des difficultés liées a
I’apparition de zones de surchauffe entrainant une détérioration qualitative de 1’essence
obtenue constituent une contrainte majeure. Un autre inconvénient de ce consiste en la
nécessité de chauffer de grandes quantités d’eau, ce augmente les colts énergétiques
d’extraction. Cependant ce procédé est bien indiqué pour I’extraction de 1’essence de certaines

fleurs (rose, ....etc) (Siaka K ., 2001).

I.9.1 .2.Distillation a la vapeur d'eau dans un alambic a double fond

:""Vapohydrodistillation™

Le matériel végétal, dans ce cas, se trouve supporté par une grille ou une plaque
perforée placée a une distance adéquate du fond de I'alambic. La partie inférieure de celui-ci
est remplie d'eau. Le niveau de cette derniere doit permettre d'éviter tout contact entre I'eau et
la plante. Comme dans le cas précédent, I’évaporation de I'eau peut étre obtenue par chauffage
direct (alambic a feu nu) ou par injection de vapeur surchauffée dans la chemise formant le
fond de I’alambic. A l'intérieur de I'alambic, il y a production d'une vapeur d’eau saturée
(mouillée) a pression faible qui traverse la masse du végétal du bas en haut (Benjilali B.,
2004).
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1 .9.1.3. Distillation a la vapeur directe : ""générateur séparé™ ou "'vapodistillation*
L’entrainement a la vapeur d’eau est I’'une des méthodes officielles pour 1’obtention des
huiles essentielles. A la différence de 1I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact
direct I’eau et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiere traverse
la matiére végétale située au dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le
matériel, les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la
chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ».
Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et 1’essencier avant d’étre séparé en une
phase aqueuse et une phase organique : 1’huile essentielle. L’absence de contact direct entre
I’eau et la maticre végétale, puis entre ’eau et les molécules aromatiques évite certains

phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de ’huile (Lucchesi M-

E ., 2005).
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Figure 06: Schéma d’un appareil de distillation des plantes aromatiques a générateur
de vapeur séparé de I’alambic (vapodistillation) (Benjilali B ., 2004).

Les conditions pratiques de distillation (Avantages et limites des différents procédés de
distillation) (Benjilali B ., 2004). (voir Annexe 01)

I .10. Action des huiles essentielles

Les monoterpénes qui rentrent en grande majorité dans la composition des huiles
essentielles présentent une toxicité inhalatrice, ovicide, larvicide et adulticide a 1’égard de
différents ravageurs. Ces monoterpénes ainsi que les composes poly-phénoliques provoquent
une perturbation de la motricité naturelle de 1’insecte (Hamdani D., 2012).
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Selon (Ngamol l.et Hance T., 2007), les constituants des huiles essentielles sont sources
potentielles  d’insecticides  botaniques.  Plusieurs constituants sont insecticides.
Le safrole et I’eugenol ont des fortes activités insecticides sur les ténébrions et surtout le T.

castaneum ainsi que sur le bruche du haricot (Hamdani D., 2012).

I.11. Utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont employées en aromathérapie pour préserver ou ameliorer la
santé et la beauté des étres humains. Elles peuvent étre utilisées pour usage externe
(inhalations, compresses, massage, bains aromatisés, soins des cheveux, diffusion d’arome,
etc.) ou interne (infusions, sirops, pastilles, etc.).

Chaque huile essentielle a ses caractéristiques et ses fonctions qui lui sont propres. Par
exemple, elle extraite du sapin baumier est un excellent antiseptique atmosphérique par
diffusion. Elle permet de purifier, d’aromatiser 1’air et de se prémunir ainsi contre
les infections. En massage, elle fluidifie les sécrétions respiratoires et elle soulage les douleurs
musculaires (Mélanie T., 2001).

Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiére premiére destinée

a Différents secteurs d’activité tels que:

| .11 .1. En pharmacie :
Les HEs peuvent étre utilisés comme :
v L'aromatisation des médicaments destinées a la voie orale.
v Pour leurs actions physiologiques (Menthes, Verveine, Camomille).
(Hameurlaine S ., 2009).

1.11 .2. Dans I'industrie:
I.11.2.1. Parfumerie et cosmétologie:

Des nombreux parfums sont toujours d'origine naturelle et certaines HEs constituent des

bases des parfums. Exemples: Rose, Jasmine, Vétiver, ... etc (Hameurlaine S ., 2009).

1.11.2.2. Alimentation:
Les HEs (huile de citron, de menthe, de girofle) sont tres utilisées dans 1’aromatisation

des aliments (jus de fruits, patisserie).
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Quel que soit le secteur d’activité, 1’analyse des HES reste une étape importante
qui, malgré les progres constants des différentes techniques de séparation et d’identification,
demeure toujours une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre simultanée ou

successive de diverses techniques (Hameurlaine S ., 2009).

1.12. Conservation des huiles essentielles

e Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous
certaines conditions, jusque cing ans pour les H.E.C.T par exemple. Seules les
essences de Citrus se gardent un peu moins longtemps (trois ans).

e Elles sont volatiles, il ne faut donc pas oublier de bien fermer les flacons.

o |l est préférable de les conserver dans un flacon en aluminium ou en verre teinté (brun,
vert, ou bleu) et de les garder a I’abri de la lumiére a une température ambiante jusque
20°C.

e |l existe des normes spécifiques sur I’emballage, le conditionnement et le stockage des
huiles essentielles (norme AFNOR NF T 75-001, 1996) ainsi que sur le marquage
des récipients contenant des HEs (norme NF 75-002, 1996) (Florence M ., 2012).
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Chapitre Il : LA Melisse (Melissa officinalis L)

Il .1.Historique

La Melisse est connue depuis des siécles en tant que plante médicale. Le philosophe,
écrivain et médecin perse Avicenne (980 - 1037) recommandait la Melisse pour renforcer le
cceur. Les moines et nonnes en France ainsi que le médecin suisse Paracelse (1493 — 1541)
préparaient des boissons fortifiantes (toniques) appelées « élixir de la vie » contenant de la
mélisse. L écrivain anglais John Evelyn (1620 - 1541) a décrit la Melisse comme une plante
qui structure le cerveau, renforce la santé mentale et supprime la mélancolie (Penchev P.,
2010).

Médecins arabes ont vanté les vertus de cette plante antispasmodique de grande
réputation .Avicenne lui attribuait la vertu de rendre le cceurs joyeux .Au XVII® siecle, elle
était I'arme des médecins pour lutter contre la dépression nerveuse ,qui apparait , par
conséquent ,ne pas avoir été seulement la maladie de notre siecle .La Melisse est la base de
célébre « eau de carmes » qui au XVII° siécle, était véritable « or portable »de frére Ange
(Gérard D.et al ., 2009).

La Melisse de jardin était déja une herbe médicinale trés estimée aux alentours du
premier millénaire en Europe et dans les pays arabes, ou I’on s’en servait pour soigner les
maladies cardiaques, fortifier le cerveau et redonner vigueur aux malheureux qui
dépérissaient. On rapporte d’Angleterre quun dénommé John Hussey, qui buvait tous les
matins une tasse de tisane de Melisse citronnelle avec du miel, aurait atteint 1’dge mémorable
de 116 ans. Aujourd'hui, cette plante parfumée et calmante peut se révéler efficace dans le

traitement de I'herpes (Anonyme ., 2001).
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11 .2. Classification
La Place de la Melisse dans la classification phylogénétique APG I1I* (2009) est la
suivante (Perrot E et Paris R., 1971 ; Meyer et al ., 2008 ; Thoby C., 2009).
Regne Végétal,
Embranchement Spermaphytes

Sous- embranchement  Angiospermes

Classe Eudicotylédones
Sous-classe Astéridées
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Melissa

espéce officinalis

Il existe trois sous-espéces : officinalis, inodora et altissima, mais c’est la sous-espéce
officinalis qui est utilisée en thérapeutique (Pineau S., 2012).

Elle possede plusieurs appellations vernaculaires: Le nom latin Melissa trouve ces
racines dans le nom grec Melias (du mot grec Meli, Melitos, Miel), et provient de 1’attirance
importante des abeilles pour cette plante en francais telles que ; sont Melisse citronnelle,
Citronne, Herbe au citron, Melisse des boutiques, Piment des abeilles ou des Ruches, Céline,
ponchirade, Thé de France (Penchev P., 2010 ), en arabe; Touroudjan, Tindjan ,
Bararendjabouya (Beloud A., 2001). En anglais ; elle porte le nom de Lemon balm, Sweet
Lemon ou Cure-all (Pineau S., 2012).

11 .3. Description botanique:

La Melisse (Fig07a) est une plante herbacée vivace, a la tige quadrangulaires (Fig 079),
rameuses et trés feuillées, en touffes de 30 a 80 cm (Baba Aissa F., 2011).

Les feuilles (Fig07f), pétiolées, sont réparties de facon opposée et décussée sur la tige
(Pineau S., 2012), Elles sont ovales-cordiformes; leur limbe, de 3 cm a 4 cm de longueur est
mince, & bords grossierement dentés en scie ou crénelés, rugueux, vert vif sur la face
supérieure, plus clair sur la face inférieure; les nervures forment un réseau entre les branches
duquel le limbe est saillant ce qui lui donne un aspect gaufré caractéristique sur la face

inférieure (Pharmacopée francaise., 2003).
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Les fleurs blanchatres ou jaunatres, 6 a 12 en verticilles axillaires, espacées
(Fig07c), brievement pédonculées et bien plus coutes que les feuilles. Calice poilu (Fig07e),
tubuleux en cloche a 13 nervures, a tube aplati sur le dos a lévre supérieure plane et tridentée,
I’inférieure bifide, corolle bilabiée a tube saillant arqué (Fig07b), ascendant, a levre
supérieure dressée concave, échancrée, I’inférieure a 3 lobes inégaux, 4 étamines (Fig07d)
(Beloud A., 2001), Elles s’épanouissent de juin a septembre. (Lucienne ., 2010).

Les fruits en forme de tétrakénes; odeur aromatique citronnée, devenant moins

agreable en fin de cycle (Baba Aissa F., 2011).

Figure 07 : La Melisse (Melissa officinalis L)
(Anonyme B., 2013).

a : plante entiére ; b : fleur zygomorphe ; ¢ : fleurs disposees en verticilles & la base des

feuilles ; d : quatre étamines ; e : calice bilabié et pubescent ; f : feuille ; g : tige carrée.

I1. 4. Réparation géographique
11.4.1. Dans le monde
Originaire d'Europe méridionale, d'Asie occidentale, d'Afrique du Nord, (Anonyme.,
2001) et Haies, buissons, bois, c¢a et Ia dans presque toute la France et en Corse (Anonyme
A., 2013). La Melisse pousse a présent dans le monde entire On la cultive par semis ou par
boutures au printemps On cueille les parties aériennes des le début de I'été et juste avant que
les fleurs éclosent (Anonyme. 2001).
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Il. 4.2. En Algérie
Plante commune dans toute 1’Algérie ou elle pousse dans les lieux incultes chauds,
ombragés, sur les terrains Riches en humus, en marge des foréts, ainsi qu'aux alentours des
maisons .Elle largement cultivée (Lucienn A-D., 2010). Ravins humides des montagnes.
Babors, Djurdjura, Mouzaia (Beloud A., 2001).

I1.5. Culture et récolte

La premicre récolte normale ne se fait qu’aprés la deuxieme année de culture (Wichtl M
.t Anton N., 2003). En effet, la premiére année, le producteur ne peut espérer que 25 % d’un
rendement normal. Les feuilles et les tiges sont ramassées avant la floraison ¢’est-a-dire fin
juin a début juillet. Une deuxiéme récolte peut avoir lieu fin aolt a début septembre. A
I’origine, le ramassage se faisait a la faucille mais désormais il existe des récolteuses
mécaniques, utilisees surtout lorsque la surface du champ est importante (Pineau S., 2012).Le
séchage de la plante doit étre effectué sit6t la cueillette terminée car la plante s’abime trés

rapidement (Anonyme., 2003).

En 2008, la culture de la Melisse représentait 55,24 ha en France, soit 1,6 % des terres
cultivées pour les plantes aromatiques et médicinales (Krausz M ., 2009)

En 2009, I’exploitation des terres pour cette plante était constante, ¢’est-a-dire 50 ha dont
40 en agriculture biologique. Prés de 50 % de la production de Melisse est transformée en
huile essentielle.

En 2010, la culture de la Melisse a doublé, 98 ha y sont consacrés. Une trentaine

d’hectares est située en Anjou (Pineau S., 2012).

Il .6.Composition chimique de I’huile essentielle de la Melisse

La plante contient une grande variété de composés dont les principaux :
Huile essentielle; Composés flavonoides (Cynaroside , Cosmosin , Rhamnocitrin
Isoquercitrin ) ; Dérivées du Luteolin ; Dérivées hydroxycinnamique ; Cires; Stérols ;
Chlorophylles ; Acides phénoliques (Acide rosmarinique, Acide protocatechuique , Acide
caffeique , Acide P-hydroxbenzoique , Acide gentisique ,Acide carsonique); Acides de

triterpene ( Acide ursolique , Acide olénoique ) (Pineau S., 2012).
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Terpénoides Acide — phénols flavonoides
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Figure 08 : Composés majeurs dans de Melisse (Pineau S., 2012).

L’huile essentielle ne représente en moyenne que 0,05 pour cent des feuilles de mélisse
séches. Cette faible quantité explique son prix élevé bien que la concentration en huile
essentielle soit en fait trés variable : de 0,02 a 0,8 pour cent (Babulka P., 2005 ; Gruenwald
J. et al ., 2007). L'huile essentielle, de couleur jaune péle, est riche en composés terpéniques
volatils qui lui conférent une légere odeur citronnée (Pineau S., 2012), Les composés
principaux de I’huile essentielle sont le citral (représenté par les deux stéréo-isoméres néral et
geranial), le caryophyllene et le citronellal.

D’autres composés sont présents en petits quantités tels que germarcene D, ocimeéne,
citronellol, oxyde de caryophyllene, néral acétate, linalol, geraniol (Penchev P., 2010).

L’huile essentielle de Melisse présente des activités antibactériennes, anti-parasitiques,
antihistaminiques et antifongiques (Penchev P., 2010). La composition de 1’huile essentielle
de mélisse selon trois sources et deux différentes techniques d’extraction (hydrodistillation et

extraction au CO2 supercritique).(voir Annexe 02) (Penchev P., 2010).

I1.7. Propriétés therapeutiques et utilisation traditionnelle de la Melisse

La Melisse est depuis 1’Antiquité une plante utilisée dans les cas de nervosité et de
troubles mineurs du sommeil, ainsi qu’en cas de troubles gastro-intestinaux telles les
flatulences et les douleurs abdominales. C’est de facon empirique que ces propriétés lui ont
été attribuées (Gérard D. et al ., 2009).

v Les fleurs de la Melisse excitant la sécrétion hépatique augmentant le flux biliaire: il
n'ya donc rien d'étonnant a ce qu'elle agisse aussi dans les troubles nerveux, si souvent
liés a une insuffisance hépatobiliaire; sédatif; cordial; vulnéraire; syncopes; vertiges;
hypocondrie; palpitations du coeur; stomachique; carminatif; diaphorétique; action
tonique sur le cerveau, ceeur, utérus, appareil digestif; stimulant physique et intellectuel;
sudorifique; vermifuge; migraine, névralgies; palpitation; nervosité (Gérard D. et al .,
2009).
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v' L’eau de la Melisse des Carmes Boyer® existe depuis 1611. C’est une solution
alcoolisée a base de Melisse, et contenant également neuf épices et treize autres plantes.
Elle est présentée comme un produit aux multiples vertus, notamment celles de
diminuer le stress et la fatigue, de faciliter la digestion et d’apaiser le mal des transports
(Perrot E. et Paris R ., 1971).

v Feuilles en tisane : sédatif; tonique; maux de téte ; indigestions; nausées; extraits:
antiviraux ; détruisent les germes portés par I'oxygéne et peuvent éviter l'infection des
plaies en cicatrisation .

v Huile essentielle: rafraichissant; antidépresseur; eczémas; allergies; relaxant.
Bactériostatique ;Eupeptique ; Sédatif du systeme nerveux; Spasmolytique ;

Cholérétique ;Vulnéraire Anti-inflammatoire des muqueuses digestives et bronchiques
Sympatholytique (Penchev P., 2010).

La Melisse possede une action antivirale, sons doute due aux acides —phénols. Sous

forme de pommade a base d’extrait, elle combat efficacement I’herpés et diminue la

fréguence des éruptions. On I'emploie également contre la varicelle et le zona. Par ailleurs, la

mélisse équilibrerait le fonctionnement de la glande thyroide (Gérard D.et al ., 2009).

I1 .8 .Conservation de la Melisse
Faire sécher rapidement a' I'ombre dans un lieu venté, a’ I'abri de I'humidité et de la

poussiere, mettre en récipients fermés (Lucienne A-D ., 2010).
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Chapitre : | La zone d’étude

I. La région d’étude :

La région de Oued Souf, appelée aussi région du bas Sahara & cause de la faible
altitude est située au sud-est du pays. Est limite par les différentes wilayas a savoir :
Tébessa au Nord —est, khenchela au nord mais Biskra au nord —ouest, Djelfa ouest Ouargla
au Sud —Ouest et la Tunisie en Est (Belgith S .et Amara S ., 2006).

Une région située au centre du grand Erg oriental qui occupe la totalité du Souf de Est
et Sud .Le zone d'Oued Souf dominée par la ville d'El Oued et les oasis de Guémar, Hassi
khelifa , Debila et Magrane (Chetehouna M .et Dou F ., 2006).

v Le climat est de type saharien et désertique, et se caractérise par des variations tres
importantes de températures .les précipitation sont tres faibles, la moyenne
pluviométrique annuelle est de 35mm.

v’ Les températures sont tres élevées en été (45 C° dans le Souf) et peuvent descendre
jusqu’a 1C° en hiver (Chetehouna M .et Dou F ., 2006).
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Figure 08 : Situation géographique de wilaya d’El Oued (Anonyme C., 2013).
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Chapitre Il : Materiels et Méthodes

Objectif :
L’objectif de notre pratique est :

Realisé des sections au niveau des différents organes (racine, tige, feuille) de la
Melissa officinalis L.

La double coloration pour connaitre les différents tissus de cette plante. (selon la
forme des parois et leurs colorations).

La coloration par rouge Soudan Il pour répondre au problématique posé d’avoir

I’organe sécreétrice, lieu de synthése et de stockage des huiles essentielles.

| - Materiels

I. 1. Materiels végétal

La Melisse : (Melissa officinalis L)

l. 2. Matériels utilisés :

Boite de pétri en verre.

Boite de coloration (verre de montre).
Lames et lamelles.

Lames de rasoir neuves.

Filtre.

Microscope avec appareil photo numérique.

I. 3. Solutions utilisées et leurs roles :

e Eau distillée : Pour le rincage et la conservation des coupes.

e Eau de javel : Pour destruction des contenus cytoplasmique cellulaire : il ne reste que

les parois squelettiques (Bellakhal R.et Hamdi S., 2011).

e Acide acétiqgue a 20% : Pour neutralise ’exceés de 1’eau de javel et facilite la

fixation ultérieure des colorants.et traitement pour acide acétique glaciel, fait

le disparition de la coloration rouge obtenu avec le rouge de Soudan 111 (Nelly A. et
Bice B., 1993).

Solution de vert de méthyle : Pour colorer les parois lignifiées ou subérifiées en vert
ou en bleu ou en violet selon le degré de modification de la paroi, parmi lesquelles ;
les parois du xyléme, les fibres ligneuses et du sclérenchyme (Zoubir M., 1991).

Solution de rouge de Congo (C,H1N4O) : Pour colorer les parois (qui ne sont pas

encore lignifiées) en rouge, et colorer les parois cellulosiques en rose parmi les
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quelles ; les parois du parenchyme, de 1’épiderme, du phloéme, du collenchyme et des
fibres cellulosiques (Zoubir M., 1991).

e Alcool dilué a 75% : Mettre les échantillons 48 heures dans 1’alcool pour nous
permettre de réaliser des coupes aussi fines que possible aprés 1’extraction de la
chlorophylle (Zoubir M., 1991).

e Rouge de Soudan 11l : utilisé en coloration histologique pour fait ressortir les
substances lipophile et les huiles essentielles . Il agit par transfert car il n'est pas
soluble dans I'eau et est donc préparé sous forme d'une solution alcoolique (Nelly A.
et Bice B., 1993).

Il. Méthodes
Il .1 .La réalisation des coupes histologique.
Pour obtenir des coupes fines au niveau racine, tige et feuilles de (Melissa

officinalis), nous avons respecteé les regles suivantes :

11.1.1. Méthode de coupure de tige et racine

On a mobilisé la lame de coupure avec pression doucement sur 1’échantillon
(tige et racine) et on contenue le mouvement en sens unique jusqu’a la fin de coupure.
Complétement de 1’échantillon (la premier section regule la surface de 1’échantillon et puis
en néglige cette section).

On refaire ce travail dans la méme sens et de méme méthode avec control de
I’épaisseur de la section avec la conservation de la lame et 1’échantillon inbibés

souvent de 1’eau.

A T’accumulation des nombreuses sections sur la port lame ou deplace ces section
par un capteur au filtre des boite pétri constituant faible quantité d’eau distillée pour

empéché la déshydrations des coupes.

Puis on prend ces sections & la coloration par la méthode de double coloration et

coloration rouge Soudan Il (Martoja M .et Martoja R ., 1967).

11.1.2.Méthode de coupure le feuille :
e Utiliser une lame de rasoir pour obtenir des coupes plus minces et mieux orientées.
e Tenir I’organe a couper de fagon a obtenir des coupes transversales.

e Poser les avants bras sur la paillasse afin d’éviter les tremblements.
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e Mettre les coupes dans un verre de montre de performance avec ’eau distillée pour
éviter le desséchement.
Puis on prend ces sections a la coloration par la méthode de double coloration et
coloration rouge Soudan Il (Martoja M .et Martoja R ., 1967).

Il .2. Techniques utilisées :
11.2.1. Technique de la double coloration :

Parmi les techniques de coloration de la membrane cellulaire seule, est plus
utilisées et qui permet de réaliser la différenciation de certains tissus, est la technique dite :
techniques du double coloration, au vert de methyle et rouge Cango. Elle comprend les
étapes suivantes :

e Le traitement L’cau de javel du commerce diluée a 1/2 doit se prolonger pendant

15 a 20 minutes.

e 2rincages dans I’eau distillée additionnée a quelques gouttes d’acide acétique.
e Premiere coloration : toujours en verre de montre, par le réactif du vert de
méthyle durant 1a 3 minutes.
e Deuxieme coloration : par le réactif de rouge de Congo pendant 15 minutes.
NB : Rincage a I’eau distillée aprés chaque d’étape (Houeibib M .et Ahmed louly A.,
2008).

I1. 2 .2 . Technique coloration par rouge de Soudan Il : (méthode Beakbane A-B
.et Boulos S-T., 1971).
e Faire des coupe aussi que possible et Iégerement au niveau de feuille, tige et racine.

Laver a ’alcool.

e Les plonger quelque minites dans une coloration de rouge Soudan I11.
e Montre entre lame et lamelle dans une goutte d’eau glycérinée.
e Montre entre lame et lamelle ajouté quelque goute d’acide acétique.

e Observation au microscopique les régions les plus fines de la section.

I1. 3. Montage entre lame et lamelle :
Les preparations sont examinées dans le liquide de montage : L’eau distillée, quand
elles doivent étre examinées immédiatement et recouvertes d’une lamelle dont on place un
coté au contact de lame, puis on rabat lentement sur la préparation a la maniere d’un volet :

Ceci évite la formation de bulle d’air.
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Observation au microscope optique (Martoja M .et Martoja R ., 1967).
Il .4 . Technique d’observation :
Nous avons utilis€ pour 1’observation de nos échantillons le microscope optique

(OPTICA) et nous avons pris les photos grace a un appareil photo numérique incorporé.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

111 .Résultats et discussion
I11. 1. Les coupes histologiques sans coloration

I11.1.1.Laracine
L’observation microscopique de la coupe transversale de la racine maitre, en évidence

les caractéristiques de l'intérieur vers I'extérieur. On a trouvé un cylindre central occupe une

grande surface suivi de large cortex, et I’épiderme unicellulaire (fig 10).

Epiderme

Cortex

Cylindre central

Figure 10 : Observation microscopique d'une coupe transversale au racine de Melissa
officinalis L sans coloration. Gr X40

I .1.2.Latige :
L'observation microscopique de la coupe transversale de la tige, a mis en évidence les
caractéristiques d’une la forme carrée est spécifique des Lamiacées, on a trouvé une épiderme
unicellulaire, avec massifs de collenchyme dans les angles, suivi de cortex, on observe la

moelle au centre (fig 11).

Epiderme

Collenchyme
angulaire

Cortex

Moelle

Figure 11: Observation microscopique d'une coupe transversale au tige de Melissa officinalis L sans
coloration. Gr x 400.
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111 .1.3.La feuille :

L'observation microscopique des coupes transversales effectuée au niveau de la feuille
(sans coloration) a montré que I'épiderme a une structure asymeétrique ou bifaciale (supérieure
et inférieure) ; selon (Nelly A .et Bice B., 1993) , la face supérieure ou adaxiale . Avec une
épiderme supérieur unistratifié, a paroi cutinisée dont la surface est recouverte par des poils
tecteurs et des poils sécreteurs capités et peltés ; et une face inférieure on observe la présence
des poils épidermiques de type poil glandulaire. selon Fahn A., (1979) ; Werker E.,al
.(1985) ces poils sont peltés de type | caractérise par la présence d'un stipe court, unicellulaire,
et d'une téte sécrétrice formée de 12 cellules dont I'aspect est régulier. L'épiderme Suivi par

un parenchyme palissadique est formé de cellules allongées perpendiculairement a la surface

et trés riches en chloroplastes (figl12).

Epiderme supérieur

Parenchyme
palissadique

Poil épidermique

épiderme inférieur

c- section transversale de la feuille de Melissa officinalis L Gr x100.
Cuticule

Essense(HE)
.;\ﬁ'—-:/' |
Cellules sécrétriceS/—/"f’-"?EK
““." - .Ql ',"
. = ’.,l \'
Epiderme £ ‘i’; <
\ ) - P
- \.-’
a -Poil sécréteur b- schéma d’un poil sécréteur

(Nelly A. et Bice B., 1993)

Figure 12 : Localisation du poil sécréteur au nivau de la feuille Melissa officinalis L
(a)-Poil sécréteur Gr x400 ,(b)- schéma d’un poil sécréteur ; ¢ — Observation microscopique d'une
coupe transversale de la feuille de Melissa officinalis L sans coloration Gr x100.
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111.2.Double coloration

I11.2.1.Laracine

Aprés la double coloration de la tige , on a remarqué de I'extérieur vers l'intérieur, une
couche appelé cortex, est un ensemble des tissus périphériques sont exoderme, mésoderme
endoderme. suivi par le Cylindre central est contient ensemble des tissus centraux

(péricycle, xyleme, phloeme, parenchyme, sclérenchyme) (fig 13).

¥

Exoderme

Prenchyme cortical

Vaissaux d'xyléme

Figure 13 : Observation microscopique d’une coupe transversale de la racine de Melissa officinalis L
aprés double coloration Gr x 100.

35



Chapitre 111 : Résultats et Discussion

11 .2.2.La tige :

La double coloration des coupes montrées que la tige contient une partie externe

délimitée par I'épiderme, La surface monostratifiée, recouverte par la cuticule, présente de

nombreux poils épidermiques, vers I’intérieur se trouve le parenchyme cortical pluristratifié

suivi par le cylindre central. Ce dernier occupe la majeure partie des coupes ; il est formé par

le péricycle, vaissaux conducteur d' xylemes est située a la tige des angles quadrangulaire. La

moelle se trouve au centre (Figl14).

piderme

Parenchyme
Péricycle
Vaissaux d'xyléme

Moelle

a- section transversale de la tige de Melissa officinalis L Gr x 100.

b-Poil épidermique Gr x 400

Figure 14 : Localisation du poil épidermique au niveau de la tige Melissa officinalis L

a- Observation microscopique d’une coupe transversale de la tige de Melissa officinalis L aprés double

coloration Gr x 100 ; b - Poil épidermique. Gr x 400.
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111 .2.3.La feuille :

L'observation microscopique des coupes transversales de la feuille, a mis en évidence
la structure asymétrique ou bifaciale typique des Dicotylédones.Elle présente une face
supérieure ou adaxiale avec un épiderme supérieur unistratifié, a paroi cutinisée dont la
surface est recouverte par les poils épidermiques.

Selon Nelly A et Bice B., (1993) de la feuille se trouve des poils tecteurs et des poils
sécreteurs capites et peltés ; et une face inférieure ou abaxiale avec une épiderme inférieure se
différencie du supérieure par une paroi faiblement cutinisée et selon Gayral P et Vindt
J.,(1961) la présence de nombreux stomates diacytique en général , suivi le parenchyme

palissadique et homogeéne (Figl5).

Epiderme
supérieur

Poil epidermique

Parenchyme
palissadique

Epiderme
inférieur

Figurel5 : Observation microscopique d’une coupe transversale de la feuille de Melissa officinalis L
apres double coloration Gr x 400.

111.3.Coloration par rouge de Soudan 111

111 .3.1.Le Racine :
Apreés coloration au rouge Soudan Il1, nous observons les tissus ne sont pas colorée
en rouge parce qu’ils ne possédent pas les substances Lipophiles (lipides) et les huiles
essentielles(Figl6).

e

Avant I’ajout acide acétique Apres ’ajout acide acétique

Figure 16 : Observation microscopique d’une coupe transversale de la racine de Melissa officinalis L

aprés coloration au rouge de Soudan 111 Gr x40.
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1.3 .2.Latige :

Apres coloration au rouge Soudan Il on observe une coloration rouge a la surface de
I’épiderme parce qu’il posséde des substances Lipophiles (lipides) et des huiles essentielles
selon Nelly A et Bice B., (1993), la plante de familles des Lamiacées six types de poils
caractérisé par sécréteurs capités et peltés. La disparition de la coloration rouge obtenue avec
le Soudan 11 suite au traitement par I'acide acétique glacial, nous permet de confirmer que ces

poils sécréteurs jouent un role dans la sécrétion de I'huile essentielle (figl7).

v
© épidrme colorée en rouge HE

Avant acide acétique Apreés acide acétique

Figure 17 : Observation microscopique d’une Coupe transversale de la tige de Melissa

officinalis L aprés coloration au rouge Soudan 111 Gr x100.

I11. 3 .3.La feuille :

Aprés coloration au rouge Soudan Ill. L’épiderme inférieur apparu en couleur
rouge parce qu’il posséde des poils sécréteurs (Fahn 1979 ; Werker .et al., 1985), est Le
poil sécréteur capités de type Il, caractérisé par des poils pourvus d'un stipe unicellulaire
ou plus fréquemment bicellulaire et d'une tete sécrétrice unicellulaire allongée. La partie
apicale de la téte est surmontée de la chambre sous-cuticulaire dans laquelle se dépose le
produit de sécrétion qui est de substance lipophile (lipide). La chambre sous-cuticulaire se
rompt, libérant ainsi la sécrétion qui se dépose sur la surface extérieure de la cellule
apicale. Chez la plantule, ces poils sont déja formés et fonctionnels. 11s sont aussi présents

dans toutes les parties de la plante adulte.
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La disparition de la coloration rouge obtenue avec le Soudan Il suite au traitement par
I'acide acétique glacial nous permet de confirmer que ces poils glandulaires (figl8-a) jouent

un role dans la secrétion de I'huile essentielle (fig18).

Huile essentielle

Apres acide acétique

N

. «——Epiderme supérieur

N

Parenchyme
palissadique

Cellule a huile
essentielle

Epiderme inférieur

a- Poil glandulaire Gr x 400 b - section transversale de la feuille de Melissa officinalis L Gr x 400

Figure 18 : Observation microscopique d’une coupe transversale de la feuille de Melissa officinalis L
apres coloration au rouge soudan 111 Gr 100 ; a - Poil glandulaire Gr x 400, b - section transversale

de la feuille de Melissa officinalis L Gr x 400.
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Conclusion générale

Enfin de cette étude, on a conclure que les huiles essentielles sont mélangé

des substances aromatiques produite par de nombreuses plantes et présent sous forme
des minuscules gouttelettes dans la tige, la feuille, Leur biosynthése issus du
métabolisme secondaire par la photosynthése, qu’elles sont synthétises et accumulées
dans des structures histologiquement spécialisées. On retrouve ces structures a
proximité de la surface de la plante et dans tous les organes veégétaux.

Apre notre étude histologique, au niveau de la racine, la tige et la feuille de la
plante Melissa officinalis L.

Les résultats obtenus montre que les structures anatomiques sécrétrices est
présent au nivau de la tige et la feuille).

Ces structures sont localisées précisément a la surface épidermique. Surtout
les six types des poils sécréteurs capités et peltés, mais dans notre travail explicitée
deux types du poils sécréteurs :

e Les poils sécreteurs capités de type Il est unicellulaire ou plus fréquemment
bicellulaire.

e les poils sécréteurs pelté de le type | est unicellulaire, et d'une téte sécrétrice
formée de 12 cellules dont I'aspect est régulier, au niveau de 1’épiderme de la
feuille et tige.

Soulignons I'existence, de certains types de poils qui se distinguent sur les
plantes aussi bien morphologique qu'histochimique et qui ont une sécrétion différente.

Il existe une variabilité au niveau de la fréquence des poils tecteurs et
sécréteurs dans les différents (la racine, la tige et la feuille) des espéces, mais en
géneéral, il n'existe pas entre elles, des différences substantielles ni au niveau
anatomique, ni dans les formations épidermiques (poils de recouvrement et poils
sécréteurs), ni dans leur distribution.

Il faut approfondis cette étude par une étude a 1’aide d’un microtome. Aussi
par Microscope électronique a balayage pour maitre cette étude en evidance, c'est
orienté par I’etude de I’influence de la zone d’étude sur la morphologie (la tige et
la feuille), de Melissa officinalis L.
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Résumé :

Les huiles essentielles sont des substances actives, ont des propriétés physiques
et chimiques, mais leurs sécrétions par des structures spécialités. Parmi ces plantes
sécrétrices des huiles essentielles on a choisis la Melisse « Melissa officinalis L ». Par
I’étude histologique a niveau de la racine, la tige et la feuille de la plante a montré

qu’il y’a deux type de poils sécréteurs.
Apreés notre étude histochimique par Rouge de soudan I11. Nous avons trouve :

La feuille de Melissa officinalis L contient des structures sécréteurs externes
caractérisé par deux types de poils de sécrétion ; poils sécréteur capités de type 1l et

peltés de type I.

Au niveau de la tige on trouve des structures sécréteurs externes. Caratérisé par

un seul type de poil de sécrétion ; poil sécréteur capités a de type Il.
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Annexe 01 :

ANNEXE

Tableau 01 :Les conditions pratiques de distillation (Avantages et limites des

différents procédes de distillation) (Benjilali B ., 2004).

A) Distillation a
I'eau ou

hydrodistillation

B) Distillation a
I'eau et a la vapeur
ou vapo-

hydrodistillation

C) Distillation a la
vapeur directe ou

vapodistillation

Type de l'alambic

Simple, de faible codt, portable, peuvent

étre facilement installés dans les régions de

production.

De grande dimension,
pour augmenter la

cadence de distillation.

Type du materiel
vegétal

Indiqué pour certain
type de matériel
végétal : les fleurs.
N'est pas adapté pour
les végétaux
contenant des
COMPpOsEés
saponifiables,
hydrosolubles ou des
constituants a points
d'ébullition élevés
(>100 °C).

Convient bien pour
la distillation des
plantes entiéres et

feuillage.

Convenant pour
n'importe quelle
charge sauf matériel
finement broyeé.
Particulierement
indiqué pour des
huiles essentielles
exigeant des
températures
relativement élevées
(>100 °C) pour leur

entrainement.

Mode de chargement

Le matériel végétal
doit étre
complétement

couvert par I'eau.

Le matériel doit étre chargé, a l'intérieur de

I'alambic de maniére la plus homogene

possible, pour éviter des chemins

préférentiels pour la vapeur.

Conditions de
diffusion

Bonne, si le matériel
est proprement
chargé et s'il est

mobile dans l'eau

Bonnes.

Bonnes, si la vapeur
est légérement

mouillée.
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bouillante.

Pression de vapeur

dans l'alambic

Toujours autour de la pression

atmosphérique.

Peut étre modifiée
selon la nature du

matériel végetal.

Température dans

I'alambic

Autour de 100 °C,
risques de brilures
des plantes par
contact direct du
vegeétal avec

I'alambic.

Autour de 100 °C
(diminue avec
I’altitude : 93 °C a2
500 m).

Peut étre modifiée
(vapeur saturée ou
surchauffée) suivant la
nature du mateériel

végetal.

Vitesse de distillation

Relativement faible.

Assez bonne.

Elevée.

Hydrolyse des
constituants d'huile

Condition toujours
non favorable. La
vitesse d'hydrolyse

d'ester est élevée.

Probléme amoindri
dl a la séparation du
matériel végétal de

I'eau.

Bonne condition.
L'hydrolyse est en

général faible.

Rendement d'huile

Souvent relativement

faible : hydrolyse et

Bon, s'il n'y a pas

une mouillabilité

Bon, si les conditions

perte par ) de travail sont bien
o excessive de la _
solubilisation dans conduites.
plante.
I'eau.
Qualité de I'huile Dépend des

conditions de
I'opération de
distillation.

Toujours bonne.

Bonne, si I'opération
est proprement

conduite.
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Annexe 02

Tableau 01: Composition de I’huile essentielle de mélisse (exprimée en pourcentage)

selon différentes sources et deux différentes techniques d’extraction

(Hydrodistillation et extraction au CO2 supercritique)(Penchev P., 2010) .

Reference Carnat A-P | Sadraei Het | Rozzi Net | Rozzi N et al

etal., (1998) | al ., (2003) al ., (2002) | ., (2002)
Technique | Hydro- Hydro- Hydro- ESC

Distillation Distillation Distillation

Composé

Octen-3-ol 1,3 - - -

6-methyl-hepten-2one | 0,3 0,35 - -

Trans- 3 -ocimene 0,5 0,3 - -

Linalool 0,9 0,56 -

Para-menth-3-en-8-ol | 0,2 - - -

Citronellal 12,9 39 ,47 5 2,87-3,53

Citronellol 6,2 0,63 - -

Néral 24,5 20,40 33,63 21,77-23,3

Geraniol 0,7 0,18 - -

Geranial 353 27,84 47,06 61,40-63,23

« -Cubebéne 0,2 - - -

Eugénol 0,1 - - -

Acétate de Geranyl 7,1 0,58 - -

Caryophylléne 4,9 2,37 1,23 6,63-8,47

Germacréne 0,2 - - -

Acétate d’Eugenol 0,1 - - -

Oxyde de 2,7 0,67 3,56 0,9-2 ,63

caryophyllene

Acétate de neral - - N/A 0-1,57

« -pinene - 0,11 - -

Cis- 3 -ocimeéne - 0,1 - -

Oxyde de cis- linalool | - 0, 39 - -

53



GLOSSAIRE

Cellule sécrétrice : cellule a aspect parenchymateux, se spécialisant en accumulant un
produit (résine, oxalate de calcium...) dans ses vacuoles. Elle meurt a la concentration
maximale du produit.

Chlorenchyme : parenchyme chlorophyllien spécialisé dans la photosynthése.
Chloroplaste : plaste contenant les chlorophylles, siége de la photosynthese.

Coiffe : tissu parenchymateux en forme de capuchon recouvrant le méristeme apical
de la racine. La coiffe protége le méristeme, lubrifie le sol en libérant des mucilages et
oriente la croissance de la racine.

Collenchyme : tissu de soutien homogéne, peu spécialisé, composé de cellules
vivantes a paroi cellulosique épaissie, fréquent dans les tiges jeunes et dans les
feuilles.

Cortex : (= cylindre ou manchon cortical = écorce) : dans la racine, ensemble des
tissus périphériques (rhizoderme ou assise pilifere, exoderme, parenchyme cortical,
endoderme).

Cuticule : pellicule imperméable constituée de cutine (polyester d’acides gras
hydroxylés) et de cire recouvrant la paroi externe de 1’épiderme.

Cylindre central : (= stele) : dans la racine, ensemble des tissus centraux (péricycle,
xyleme, phloéme, parenchyme, sclérenchyme).

Cylindre cortical : (= écorce = manchon cortical = cortex) : dans la racine, ensemble
des tissus périphériques (rhizoderme ou assise pilifere, exoderme, parenchyme
cortical, endoderme).

Cytoplasme : contenu cellulaire (sans le noyau) composé du cytosol et d’organites.
Duramen : bois non fonctionnel situé au centre des troncs et des tiges ligneuses.
Ecorce : dans les tiges, ensemble des tissus externes au bois (cambium, liber et
péridermes). Dans les racines, ensemble des tissus périphériques (rhizoderme ou assise
pilifere, exoderme, parenchyme cortical, endoderme).

Epiderme : tissu de protection externe des tiges et des feuilles, composé d’une seule
couche de cellules jointives, vivantes, non chlorophylliennes a paroi cellulosique.
L’épiderme peut comporter des stomates et des poils.

Faisceau conducteur : dans la tige, le pétiole et la feuille, structure associant

I’ensemble des tissus conducteurs (xyléme, phloéme) ainsi que le cambium chez les
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dicotylédones et entourée d’une gaine fasciculaire améatique de parenchyme ou de
fibres.

Fibre : cellule sclérenchymateuse fusiforme allongée a paroi secondaire tres epaisse et
lignifiée, morte a maturité. S’ imbriquant étroitement, les fibres forment souvent des
massifs ou des anneaux continus assurant une grande rigidité aux organes.

Gaine fasciculaire : tissu améatique parenchymateux ou fibreux, composé d’une ou
de plusieurs couches de cellules jointives et entourant completement le faisceau pour
en assurer son étanchéité.

Laticifere : élément uni- ou pluricellulaire ramifié, conducteur de latex.

Lacune : grand espace intercellulaire formé par la jonction de plusieurs méats ou par
la dégenérescence de cellules, rempli d’air ou de déchets cellulaires.

Meat : espace intercellulaire de petite taille se formant suite a la disparition de la
lamelle moyenne (= mitoyenne) et a la séparation des parois primaires des cellules.
Meésophylle : parenchyme chlorophyllien situé entre les épidermes supérieur et
inférieur de la feuille.

Meétaxyleme : partie du xyléme primaire se différenciant apres le protoxyléme lorsque
la croissance est terminée. Il est constitué de trachéides chez les gymnospermes et les
ptéridophytes et de vaisseaux chez les angiospermes.

Nervure : dans la feuille, faisceau conducteur entouré de tissu de soutien.
Parenchyme : tissu fondamental composé de cellules peu différenciées a parois
minces. Il joue essentiellement un réle de remplissage, auquel peuvent étre associés
d’autres roles tels que 1’assimilation et le stockage des matieres de réserve.
Parenchyme central : parenchyme présent dans le cylindre central de la racine.
Parenchyme cortical : parenchyme présent dans le cylindre cortical de la racine.
Parenchyme lacuneux : parenchyme présent dans le limbe de la feuille et présentant
de grands espaces intercellulaires (lacunes).

Parenchyme palissadique : parenchyme présent dans le limbe de la feuille, peu
méatique, formé de cellules allongées perpendiculairement a la surface et trés riches
en chloroplastes.

Paroi primaire : paroi mince de nature essentiellement cellulosique qui se dépose sur
la lamelle moyenne durant la croissance de la cellule.

Poche sécrétrice : lacune dans laquelle s’accumule le produit de secrétion issu des
cellules qui la bordent.

Poil épidermique : excroissance des cellules de 1’épiderme de la tige ou de la feuille.
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Poil absorbant : excroissance des cellules de 1’épiderme de la racine qui augmente la
surface

d’absorption de celle-ci.

Protoderme : dans les tiges et les racines, méristeme primaire donnant naissance au
tissu de protection.

Sclérenchyme : tissu de soutien ameéatique composé de cellules a paroi secondaire
épaisse et lignifiee,mortes a maturité. 1l est constitué de fibres ou de sclérites.

Stomate : structure épidermique des tiges et des feuilles formée de deux cellules de
garde entourant une ouverture (ostiole) permettant les échanges gazeux.

Tissu cortical : tissu parenchymateux situé entre le rhizoderme et la stéle (= cylindre
central de la racine). Il est limité intérieurement par I’endoderme.

Vacuole : sac membraneux présent dans le cytoplasme de la cellule végétale et
contenant une solution liquide aqueuse : le suc vacuolaire.

Vaisseau : éléments conducteurs du xyléeme formés de la superposition d’éléments
courts, a paroi transversale inexistante et a paroi longitudinale ornée de ponctuations.
IIs ne sont completement différenciés et fonctionnels qu’au terme de la croissance du
végétal ; ils constituent le métaxyleme. Ils assurent la conduction de la séve brute et
jouent aussi un réle de soutien.

Xyleme : tissu constitué de trachées, de trachéides et/ou de vaisseaux, conducteurs de

la séve minérale chez les plantes vasculaires.
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Résumé :

Les huiles essentielles sont des substances actives, ont des propriétés physiques
et chimiques, mais leurs sécrétions par des structures spécialisés. Parmi ces plantes
sécrétrices des huiles essentielles on a choisi la Melisse « Melissa officinalis L ». Par
I’étude histologique au niveau de la racine, la tige et la feuille de la plante a montré

qu’il y’a deux type de poils sécréteurs.

Aprés notre I’étude histochimique par rouge de Soudan IlIl. Nous avons

trouveé :

La feuille de Melissa officinalis L contient des structures sécréteurs externes
caractérisé par deux types de poils de sécrétion ; poils sécréteur capités de type Il et

peltés de type 1.

Au niveau de la tige on trouve structure sécréteur externes caratérise par un

seul type de poil de sécrétion ; poil sécréteur capités de type II.

Mots clés : Les huiles essentielles, la Melisse (Melissa Officinalis L), L’histologie,
Racine, Tige, Feuille, Poils sécréteurs, rouge Soudan IlI.
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