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Résumeé

L'huile essentielle dé.avandulastoechasobtenue par hydrodistillation a été testée coségt moisissures appartenant a sept genres

différents. Cette huile a démontré une bonne aétigihtifongique ou linhibition totale de la croissa a été marquée

contre

essentiellemenRhizopuset Mucor les plus sensibles (1.6ug/ml). Les propriétésoaptiantes ont été évaluées en utilisant le test du
piégeage du radical libre DPPH 'huile a révélé un pouvoir de capter les radichres, la concentration efficace qui réduit d®&le

DPPH en solution est de I'ordre de 1,85 mg/ml.

Mots clés: LavandulastoechasDPPH, huile essentielle, activité antifongique

1. Introduction

Lavandula est un sous-arbrisseau de la famille
des Labiées abondant dans le bassin méditerraiiéen,
pousse spontanément dans la région de  Tlemcen
(Algérie). Le genre se compose d'environ 28 espépes
sont dans la plupart d'origine méditerranéenne9R Ce
sous-arbrisseau est a tige et feuilles persistaitggut
atteindre une longueur de 1 meétre, étroit vert,Eéend
du gris bleuatre profond au vert a brun péle,rflede
couleur bleu — violet. D'autres variétés sont aurfe
blanches et roses. L'ensemble de la plante est trés
aromatique comprenant fleurs et feuilles [1 ; 3].

L. stoechasest une plante tendre, qui préfére les
endroits ensoleillés et les sols riches, les tégestes sont
guadrangulaires a feuilles opposées, a son ex&ami¢
inflorescence terminée par un toupet de longuestdea
violettes [3]. Largement distribuée dans les flasati,
Islande et a travers tout le tell méditerranéekfriue du
Nord, Sud ouest de I'Asie, Afrique tropicale avee
disjonction vers I'lnde [10 ; 15].

Les composants majoritaires des huiles de
Lavande présentent une variation quantitative ifgme
dépendante de la biodiversité génétique de cettatal
Cest ainsi que Lhuile essentielle de différentes
populations biogénétiques deavandula de la Gréce,
analysées au stade de pleine floraisoroepinéne,
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fenchone, camphre et acétate de myrtenyl comme
principaux constituants avec une variation quantita
considérable entre les différentes populationss ti@ntre
elles étant de type fenchone/camphre et une dely
cineole/fenchone [12]. Dans une autre étude, 5lpcsés

ont été décrits, les principaux étant fenchonétade de
pinocarvyl, camphre, eucalyptol et myrthenol, famn
63.4% de I'huile [7].

La Lavande a une longue histoire en usage
médicinal [3], employée comme  expectorant,
antispasmodique, carminative, désinfection deeglf8],
contre les problémes dermiques, psoriasis [4],quEsses
propriétés antimicrobiennes et anti-carcinogéenék
sédatif, antidépresseur, antioxydant, anti-inflartoina et
insecticide, aujourd’hui, la Lavande est général@me
utilisé dans la préparation des parfums et lesrsaja].

Notre objectif dans ce travail est d'étudier
l'activité antifongique de [I'huile essentielle sua
croissance de sept moisissures et d’évaluer lacitepde
cette huile volatile a piéger les radicaux libres.

2. Materiel et Méthodes

2.1.Materiel végétal

La plante Lavandula stoechdsa été récolté durant la
période allant du mois de Novembre jusqu’au Juinjad
région deOum el Alou(Tlemcen, Algérie). Le matériel
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végétal a été lavé au laboratoire et séché a liohléc
dans un endroit bien aéré, a la température anghibes
feuilles isolées du reste de la plante se sontervéss
dans des sacs propres dans un endroit aéré.

2.2.Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielle des feuilles de la abale
(100g) a été obtenue par hydrodistillation pendant
heures d’extraction dans un appareillage de type
Clevenger.

2.3.Analyse par CPG et RMN-13C de I'huile essentielle

Les analyses ont été faites par la méthode déwétop
et optimisée par I'équipe de chimie et biomasse,
université de Corse. L'utilisation de la RMRE en tant
gu’outil d'analyse des huiles essentielles, sapsrsdion
préalable en association avec la CPG permet diftemt
jusqu'a 24 composeés [14]. Expérimentalement, lizs®a
de l'huile essentielle dé&. stoechass’est effectuée par
chromatographe Perkin Elmer Autosystem, équipé d'un
injecteur diviseur, de deux colonnes capillairé® X 0.22
mm d.i.; épaisseur du film : 0.25 mm), polaire (BR2
polyéthyléne glycol) et apolaire (BP1, diméthylsdne)
et de deux détecteurs a ionisation de flamme. Les
conditions opératoires sont les suivantes: gazevect
Hélium, pression en téte de colonne: 20psi,
programmation de température: de 60 a 220°C a 2AC/m
avec un palier de 20 min a 220°C, température de
l'injecteur: 250°C, température des détecteurs 0°25
injection : mode split. Les spectres de RMN ont été
enregistrés sur un appareil Bruker400 MHz, équipadl
sonde de 5 mm opérant a 100 MHz pour le carbone-13,
dans le chloroforme deutérié. Les déplacements
chimiques sont donnés en pp®) par rapport au TMS
pris comme référence interne.

2.4.Test Antifongique

2.4.1.les souches :

Aspergillus flavus de référence 99.4294 (Muséum
National d’Histoire Naturelle MNHN; Paris - Frange)
Rhizopus stolonifer Mucor spp, Trichoderma spp
Alternaria spp, Fusarium spp et Penicillium spp
(Laboratoire produits naturels; faculté des sasnc
Tlemcen - Algérie).

2.4.2.Le milieu de culture:
Milieu PDA “potatoes dextrose agar” (Paitre:
Extrait de pomme de terre 49 ; Dextrose 209 ; Adsy).

2.4.3.Méthode:

La méthode de contact direct a été appliquéer
tester la sensibilité des moisissures vis-a-visl'deile
essentielle. La technique consiste a additionrerilé a
différentes concentrations au milieu de culture ceac
liquide a la température de 56°C. Aprés solidifmatdu
milieu de culture, pour chaque moisissure, un disqu
mycélien de 6 mm de diamétre est déposé aseptantem
a la surface du milieu gélosé au centre de la ln@tpétri
de 9 cm de diametre en verre. Le volume du milidisé
est de 20 ml/boite de pétri. En paralléle des témoi
composés de PDA sans huile servent de controle.
L'incubation a été effectuée dans une étuve a la
température de 25 + 2°C pendant 48 heures aur
stolonifer, 4 jours pourMucorspp; Alternaria spp;
Trichoderma spp et 7 jours pourFusarium spp;
Penicillium spp etAspergillus flavus

2.5.Test Antioxydant

Le test antioxydant a été réalisé par la méthade a
DPPH [8] avec quelques modifications. Ce radical libre
(2,2’-Diphenylpicrylhydrazyl  CigH1oNs0s ; M :
394.33) posséde une coloration violet foncé, Idisgst
réduit, la coloration devient jaune pale. Le DPP# e
solubilisé dans du méthanol pour en avoir une solude
0.3 mM. Un millilitre (1ml) de cette solution egbaté a
2.5 ml de l'extrait en solution dans du méthanol a
différentes concentrations (0.002 ; 0.01 ; 0.021;;.3 ;
04;05;06;1;3;5;7;9;11 et 13/mk. Aprés
agitation, les tubes sont placés a l'obscurité, aa |
température ambiante pendant 30 minutes. Pour ehaqu
concentration, le test est répété 3 fois. La lectest
effectuée par la mesure de I'absorbance a 51Bammun
spectrophotomeétre  (6405UV/Vis. Spectrophotometer).
Pour chaque dilution, on prépare un blanc. Le &bmtr
négatif est composé de 1 ml de la solution DPPR (0.
mM) et de 2.5 ml de méthanol. Le contrble positf e
représenté par une solution d’'un antioxydant stahda
I'acide ascorbique et le Trolox (acide 6-Hydroxy=2,7,
8-Tetramethylchroman-2-Carboxylique (/8:40,") dont
'absorbance est mesurée dans les mémes conddigns
'échantillon test. Les résultats ont été exprimes
activité antioxydante AA % =100 - {[(Abs s — Abs
Blanc) X 100] /Abs coniaie}) €t les valeurs de 'EC50 ont été
déterminé graphiquement.

2.6.Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés par la moyeene
I'écart type, les comparaisons statistiques onfaétgs au
moyen du test detidentet la valeur p < 0.05 a été
considérée significative.
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3. Résultats et Discussion

La teneur en huile de. stoechawvarie de 0.77 a4 1.2%
[11]. La plante a donné un bon rendement en huile
essentielle : 2.01g + 0.02 obtenu d'une prise dieds
100g constituée par des feuilles séches. Cette last
d'une couleur jaune, limpide, d'une odeur forte det
densité moyenne de 0.813.

La technique de séparation des constituamtthdile
essentielle par chromatographie en phase gazeuse
associée a la résonance magnétique nucléaire dangar
13, nous a permis de séparer 21 composés dont 11
especes chimiques ont été identifiées (Tableal’lyile
des feuilles dé.. stoechagst riche en monoterpenes, les
constituants majoritaires sont: Fenchone (27.6%),
Cineole (18.9%) et Camphre (18.1%). On rencontesiau
de l'acetate de Bornyl (1.3%), du Camphéne (3.2846ue
Viridiflorol (1.1%). Beaucoup de travaux ont révék
dominance de fenchone, Cinéole et Camphre dans les
huiles des Lavandes de différentes origines a titre
d’exemple les travaux de Garcia Vallejo et al. b] ont
noté les principes actifs suivants : fenchone @d.%
camphre (23%) > 1,8 cinéole (9.4%), par alillelus
stoecha ssp stoechate la Turquie est dominé par la
pulégone (40.37%) [6].

La lavande posséde in vitro l'activité conties
bactéries et les mycetes [3]. Notre huile volatde
manifesté un trés bon pouvoir antifongique. Les
moisissures ont montré une sensibilité accrue a
'augmentation de la concentration de I'huile dadesr
milieu de culture ou le diameétre de la colonie é&guit a
chaque fois qu’'on augmente la dose jusqu’'a unditidmn
totale ou aucune croissance n'est observée (Taldeau
Cet effet est attribué au contenu de I'huile etpplit étre
relié aux composés majoritaires, essentiellement au
Cineole et camphre.

Toutes les moisissures ont été inhibées0&618 des
doses faibles. Cependant, I'activité antifongiquégpehd
de l'huile essentielle et de la moisissure. L'huie L.
stoechas s'est montrée trés active enveRhizopus
stolonifer et Fusariumspp qui sont inhibées totalement
oU aucune croissance n'a été observée a la dose de
1.6pg/ml. En revanche la moisissuxspergillusflavus a
manifesté une certaine résistance par rapport tagdes
autres moisissures ou l'inhibition & 100 % a étéirte a
5ug/ml mais vue la dose administrée au milieu diii@)
cette moisissure reste sensible a 'action de |Bhdour
Mucor, Alternaria et Trichodermatoutes les trois se sont
inhibées a la dose de 4 pg/ml, alors Gemicilliuma été
inhibé a 4.5 pg/ml. L'activité de cette huile sws|
moisissures tests est de nature fongistatique, nmues
I'avons prouvé expérimentalement (Tableau 3).

Tableau 1

Composition chimique de I'huile essentielle

Les composés RI Proportion (%)
a-pinéne 931 0.5
camphéne 942 1.3
delta-3-caréne 1005 0.9
NI 1008 0.5
p-cyméne 1011 0.8
cinéole 1021 18.9
Fenchone 1069 27.6
Fenchol 1098 0.7
Camphre 1122 18.1
NI 1128 0.4
NI 1138 0.8
Borneol 1148 0.6
NI 1154 2.1
NI 1158 1.4
NI 1180 1.1
acétate de Bornyl 1269 3.2
NI 1274 -

NI 1304 0.8
NI 1357 0.8
NI 1582 1.9
Viridiflorol 1593 11
NI 1826 1.8

RI : Indice de rétention

NI : Composé non identifié
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Tableau 2
Effet de I'huile essentielle de stoechasur la croissance des moisissures (diamétre moygeart type en mm)
[1ug/ ml 0 (Témoin) 0.2 0.4 0.8 1.6 4 45 5
Les souches
Rhizopus stolonifer 80 80 68.7 34.2 0 0
+ + + +
0.0 0.0 0.6 0.3
Mucor spp 64.7 41.7 37.3 38.3 14.7 0
+ + + + +
0.6 25 0.6 2.9 0.6
Trichoderma spp 80 77.7 56.7 28.7 11 0
+ + + + +
0.0 25 15 15 0.0
Alternaria spp 44 30 32,2 21,8 10 0
+ + + + +
2.6 1.0 0.8 1.0 0.0
Aspergillus flavus 39.7 37.3 32.7 26.2 15.5 9 0
+ + + + + +
2.1 0.6 2.1 0.8 5.0 1.0
Fusarium spp 20.3 32 20.5 15.2 0 0
+ + + +
1.2 1.0 0.5 0.3
Penicillium spp 23.2 26.3 20.7 13 11.7 6 0
+ + + + + +
4.4 1.0 0.6 2.0 0.6 0.0
(T) : Témoin constitué de milieu PDA sans huileegsielle.
Tableau 3
Résultat du test fongistatique / fongicide
Durée (heures) 24 48 72 96 120
Rhizopus stolonifer + + + + +
Mucor spp + + + + +
Trichoderma spp - + + + +
Alternaria spp - + + + +
Aspergillusflavus - + + + +
Fusarium spp - + + + +
Penicillium spp - + + + +

+ : croissance
- : absence de croissance

L'huile essentielle del. stoechasprésente des effets
bénéfiques contre le stress [13]. Une réduction de
'absorbance du DPPH en solution est observée avec
laugmentation de la dose de [I'huile essentielle et
I'antioxydant standard (fig. 1a, 1b et 1c). Lesraité ont

manifesté un pouvoir antioxydant en piégeant les
molécules du radical libre DPPH mais cette capazsté
+2=0.98650653
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Fig. 1a : reduction de I'absorbance du DPPH en tonction
de la dose de 'huile essentielle de L. stoechas

d’'une puissance accrue avec l'acide ascorbiques gloe
I'huile essentielle, la capacité est faible en camagson
avec les standards. Les valeurs EC50 déterminées en
png/ml expriment la concentration efficace de Iaittr
antioxydant nécessaire pour le piégeage et la tiddude

50% de moles de DPPH en dissolution dans du méthano
(Tableau 4).
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Fig. 1b : réduction de I'absorbance du DPPH
en fonction de la dose du Trolox
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Fig. 1c : réduction de I'absorbance du DPPH
en fonction de la dose de I'acide ascorbique
Tableau 4

Résultat du test Antioxydant exprimant la conceitmaefficace 50% en
ng/ml

Extrait/substance chimique EC50 + écart type,

Huile Essentielle des feuilles de stoechas| 1852.76+ 55.749

Acide ascorbique 1.04 +0.1361

Trolox 2.06 +0.1360

Selon les résultats enregistrés, I'huile ldevandulaest
dotée d’un pouvoir antioxydant mais reste d’'uneatité
trés distante aux standards ou EC50 est en moyérBée
mg/ml alors qu'avec l'acide ascorbique, une puitsan
activitt de l'ordre de quelques microgrammes a été
enregistrée dont I'EC50 est de 1.04 pug/ml. De méme,
suivi de la cinétique de la réaction de réductiarDdPPH

en solution dans le temps (fig. 5a et 5b) nouseigne

sur l'efficacité et la puissance de I'agent antidemt.

19 —>—HE Lavandulz

Ahsorbance du DPPH

0.4
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Fig.fa: Cinetigue de la reaction de reduc ion du DPPH
{huile essentielle)

T 0 [ 03
Acide ascorbigue

absorhance du DPPH (518nm)
]

1 T T 1
25 30 35 40
temps en min

T T T
u] 5 10 15 20

Fig. 5Sb: Cinetigue de la reaction
de réduction du DPP H (standards)

Pour les antioxydants standards : I'acide ascogbiefule
trolox, la réaction est rapide et instantanéehbngement

de couleur, qui exprime le passage du DPPH de forme
radical (DPPHs) a la forme réduite stable non raldic
(DPPH-H) se fait dans un laps de temps extrémement
court ou I'état d’équilibre est atteint immédiaterhet la
réduction est presque compléte. Pour 'acide aspoeb
I'état d’équilibre est atteinte a 2 min ; le trolax3 min,
alors pour I'huile essentielle, la réaction esttdert
nécessite un temps prolongé pour atteindre ['état
d’équilibre. En comparant les résultats obtenus dee
huiles delLavandulaet les standards, on classe I'activité et
la puissance antioxydante suivant I'ordre :

Acide ascorbique Trolox >> H.E. Lavandula stoechas

4. Conclusion

Les huiles essentielles de stoechassont des
antifongiques naturels trés efficaces et peuvert é@he
source tres importante de constituants
phytopharmaceutiques utilisés pour éradiquer les
infections d’origine fongique. Malgré I'activitéifde par
rapport a l'antioxydant le plus puissant des miieu
aqueux ; l'acide ascorbique, I'huile essentiellaitpétre
employé comme complément antioxydant vue sa
liposolubilité. De méme, il serait intéressant disager
I'utilisation de cette huile pour protéger les silae
céréales contre une dégradation par les champignons
contaminants au cours de leur conservation.
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