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Introduction



INTRODUCTION :

Les fruits et 1égumes sont des éléments essentiel de la nutrition humaine, ilssont sujet a
différentes contamination par des microorganismes pathogénesdans le sol,durant la pré

récolte, la récolte ,la post récolte , le traitement et la distribution .

Ceci pose des problémes sanitaires car ils peuvent &tre contaminés par E coli

0157 :H7.Salmonella et Listéria monocytogenes et causer des intoxicationsalimentaires.

Des études récentes ont montrées que £ coli O157 :H7 peuvent croitre et survivre des

certains légumes comme la luzerne, le concombre, la carotte, et notamment la salade.

Les huiles essentielles sont des substances aromatiques produites par les plantes et
épices extraites par différents procédés ayant des propriétés intéressantes :antioxydante,

antifongique et des propriétés antimicrobiennes.

Les huiles essenticlles d’eucalyptus,menthe,romarin,basilic ont un effet antimicrobien

sur & coli O157 :H7.
En se basant sur ces points,dans cette étude on prévoie de :

- Mettre en culture des E coli O157 :H7 .

- Inoculation de la salade avec ces bactéries et les huiles essentielles et voir la survie
de ces bactéries.

- Rechercher I’effet antimicrobien des huiles essentielles du basilic sur la survie de

ces bactéries



Synthese
bibliographique



Chapitre 1

Microflore des fruits et
legumes



1 Microbiologie des fruits et I¢gumes :

Les fruits et les 1égumes frais y compris les différentes parties de le plante comme les
feuilles, les racines, bulbes, tubercules, ont différentes morphologies et fonctions

métaboliques et des lors sont munis de diverses niches écologiques.

La présence et le nombre de microorganismes varie en fonction ; du type du produit, la
pratique agronomique, de la région géographique de la production, des conditions

climatiques,avant la récolte, le transport.(Ramos et al, 2013)

Bien que les bactéries de détérioration, levures, moisissures prédomine dans les fruits et
légumes frais, 1"isolement des bactéries pathogenes, parasites et virus n’est pas rare. (Oleimat

et al, 2012)

Tableau 1 : Les bactéries pathogénes fréquemment trouvée dans les fruits et 1égumes

causant des intoxications alimentaires. (Abadias et al ,2012)

Flore pathogéne produit
Bactérie . )
Clostridiom Botalinam Choux,poivre,ail, pomme de terre ot
carottes
E coli O157 ‘H7 Luzerne, choux,celerie.coriandre,

cantaloup,lettue,jus de pomme, melon

Listeria monocytogenes Haricot,choux, aubergine,lettue ,pomme

de terre

Salmonella Spp L_uzefrne,choux, artichauts,betterave,celerie,
oignion,lettue

; Celerie.lettue,oignon,salade, graines

Shigellaspp L sRREHRk =
germeées

Celerie , persil , radis , salade , graines

Staphylococcus spp. ——

Vibrio cholera Choux , lait de noix de coco .

e Lo Tom Carotte , concombre , lettue




flore pathogéne produit

Norovirus Lettue, oignon, salade, tomate
virus Figpatits A Lettue, oignon, melon,
Protozoaires Cryptosoridiumspp. Lettue,oignon
Lettue, oignon,miires
Cyclosporaspp.

2 Contamination des fruits et Iégumes :

Le produit peut étre contaminé par les pathogénes de 1’humain, 1’animal, ou sources

environnementales. (Ramos et al, 2013)
Cette contamination peut se produire avant ou apres la récolte. (Olaimatet al, 2012).

Durant la croissance, récolte, transport, et plus tard traitement et dép6t. (Ramos et al,

2013)

Durant la phase pré-récolte.les populations pathogénes peuvent s établir sur la culture,
le risque peut étre amplifié aprés la récolte. Soit par une contamination directe ou par
prolifération de pathogéne existant durant le traitement et les contaminants post —récolte de

stockage. (Berger et al, 2010).

Le sol, I’eau ou les insectes peuvent contribuer aux sources de contamination pré-

récolte. (Berger et al, 2010).
Le sol est un environnement naturel pour une variété de pathogénes humain.

Il a été rapporté que F coli 0157 :H7 et Salmonella peuvent survivre dansunsolde7 a
25 semaines en fonction du niveau d’humidité, température et source de contamination

(Olaimat et al, 2012).

[’eau est probablement une source importante de contamination dans le champ, des
sources possibles sont des ruissélements a partir de paturages d’animaux et I’irrigation a partir

de sources contaminés.

Ceci suggére une faible transmission par irrigation au goutte a goutte par contre une

probabilité par aspersion.




Les insectes sont parmi les sources de contamination pré-récolte (Olaimat et al, 2012).

Un large nombre de mouches appartenant a la famille des Muscidae et Callophoridea
qui ont été trouvé dans les champs adjacents aux terres habitées occupées par le bétail ont

montré porter E Coli O157 :H7. (Berger et al, 2010).

La récolte et les traitements post-récolte allant du stockage, et ringage au découpage.

Sont aussi des sources de contamination (Berger et al, 2010 ; Olaimat et al, 2012).

L’utilisation d’une eau inadéquate de refroidissement qui est utilisé dans le stockage et
lesprocédes de traitements des produits frais (fruits et légumes) peut conduire a la

contamination d’un lot complet(Berger et al, 2010).

Lors du pelage, coupe, et séparation du produit est exposée a Iair et a de possibles

sources de contamination par les bactéries, levures, et moisissures.

La barriére épidermale est rapée qui peut augmenter la disponibilité des nutriments et
faciliter la croissance microbienne et par conséquent diminuer la durée de vie du produit.

(Ramos et al, 2013)

[’hygiene du personnel est considérée comme un important facteur qui influence la

transmission de bactéries pathogénes.

Comme résultat ces produits peuvent étre des véhicules de transmission de bactéries,

parasites, pathogénes viraux et peuvent causer des maladies humaines. (Ramos et al, 2013)
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Figure 1 : Mécanismes au travers desquels les fruits et les 1égumes peuvent &tre contamingés
par des Micro-organismes pathogénes. (André et al, 2007)

3 Adhésion microbienne ;

[’attachement est une condition préalable a la colonisation aprés la transmission
subséquente des agents pathogenes, par I'intermédiaire de parties comestibles. (Berger et al,

2010)

Il existe plusicurs facteurs, comme le type de produit, le type de culture, 1’état
physiologique de la plante et les germes pathogenes qui influencent la colonisation des

germes pathogénes sur le produit. (Fatih et al ,2010)

L’habilité des bactéries pathogéne de ’homme a intérioriser la plante hoéte peut étre
influencée par leurs interactions avec d’autres bactéries positivement ou négativement.

(Deering et al, 2012) ainsi que la mobilité.

La mobilité, facilite I’entrée par les stomates et d’autres ouvertures. (Oleimat et al,

2012).



L’espéce de la plante et le sérotype de la bactérie influence la colonisation. (Deering et

al, 2012 ; Fatih et al ,2010)

Figure2: I.’adhésion des entérobactéries aux feuilles de salade fraiche (Berger et al, 2010).

. L’adhésion des Escherichia coli (E. coli) :

Bacille a coloration de Gram négative,appartenant a la famille des entérobacteriacaca,
aéro-anaérobie facultatif, oxydase négative, mesurant de 2 a 4 um de long et d’'un diameétre
d’environ 0,6 um, Mais certaines souches d’E. colisont pathogénes car elles ont acquis

desfacteurs de virulence (Anses, 2011).
Escherichia est la bactérie la plus prédominante de la flore aérobie. (Berger et al, 2010).

Elle est considérée comme un héte normal de la microflore bactérienne dutractus

digestif de I"’homme ainsi que de celle de nombreux animaux a sang chaud.

A ce titrelesEscherichia coli, sont recherchés dans les aliments comme indicateurs de
contamination fécale ; leur présence fournit ainsi une indication sur une éventuelle
contamination de ["aliment par des bactéries pathogénes d’origine digestive

(e.g.Salmonellathyphimurium, E. coli O157:H7...).

La classification la plus utilisée par les microbiologistes est fondée en grande partiesur

les travaux de Kauffiman (1947) et se base sur la détermination :dusérogroupe, identifié par



rapport aux antigénes somatiques. . coli O157:H7 est le principal sérotype responsable de

pathologies chezl’homme.(Vimont ,2007).

I’attachement des enthérobacteriesest la premiére étape vers la colonisationdesplantes.

(Jeter C.et al.,2005).
des recherches ont montrées que les flagelles .lesfimbriaes jouait un role.

Les E coli O157 :H7 sont capable d’attacher la salade mais leur persistance n’est pas a

long terme .(Jablason et al.,2005).

Fig 03:Escherichia coli (Anses, 2011)



Chapitre 2

Généralités sur les huiles essentielles



1 Définition des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des liquides aromatiques huileux obtenues a partir de

diverses plantes des pays chauds ou temperes. (Michalis K.et al, 2013)

Elles sont le résultat du métabolisme secondaire des plantes aromatiques. (Michalis K.et

al, 2013 ; Fei et al. ,2011) ; et sont caractéristique de leur aréme. (Ester R et al, 2012)

Les huiles essentielles sont définies comme étant des extraits volatiles et odorants que
I’on extrait de certains végétaux par distillation a la vapeur d’eau, pressage ou incision des

végétaux qu’ils contiennent.

Les huiles essentielles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliere

(Bruneton ,1999)

2 Localisation et répartition:

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs il y aurait,

selon Lawrence 17 500 espéces aromatiques.(Svoboda ,1999)

Les genres capables d’élaborer les constituants qui composent les huiles essenticlles
sont réparties dans un nombre limité de familles, par ex. : Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae,

Zingiberaceae,Piperaceae.(Fegueredo G.,2007 ;Bruneton,1999)

Les huiles essenticlles peuvent &tre stockées dans tous les organes végétaux.fleurs bien
stir (bergamotier, tubéreuse), mais aussi feuilles (eucalyptus, laurier noble, menthe poivrée)
et, bien que cela soit moins habituel, dans des écorces (cannelier), des bois (bois de rose,
santal blanc), des racines (angélique), des rhizomes (curcuma, gingembre), des fruits (aneth,

anis, badiane), des graines (muscade).

La synthése et 1’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a
laprésence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la
surface de la plante : cellules a huiles essenticlles des Lauraceae ou des Zingiberaceae,
poilsséeréteurs des  Lamiaceae  (origan  vulgaire), poches  sécrétrices  des
MyrtaceacoudesRutaceae, canaux sécréteurs des Apiaceac ou des

Asteraceae.(Bruneton,1999).



Fig.04 : . poil pelté montrant une Fig. 05 : poil pelté sans pores secréreurs
chambersubcutuculaire (blue de toluidine , mais montrant une rupture de la cutucule(
—800). SEM=300) (corsi,1999)

3 Composition des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mixtures de molécules volatiles de faible poids

moléculaire synthétisées dans divers organe de la plante .(Bajpai et al. ,2012).

La composition chimique des huiles est trés complexe ¢t soumise a de nombreuses
variables, connaitre avec exactitude les constituants d’une huile essentielle est fondamental.a
la fois pour vérifier sa qualité, expliquer ses propriétés, et prévoir la toxicité potentiel. (Couic
etal, 2013)



La composition des huiles essentielles d’une espéce particuli¢re d’une plante peut varier
entre les saisons des récoltes et les sources géographiques. (Burt, 2004)

Se sont des produits naturels que la plante produit pour leur besoin autre que la nutrition
(protection ou attraction)

Se sont généralement des composés organiques qui donnent les caractéristiques d’odeur
et de flaveur a la plante (Ester et al,2012)

Les huiles essentielles sont des mixtures naturelles qui contiennent de 20 a 60
composes a des concentrations différentes.

Elles sont caractérises par 2 ou 3 composés majoritaires a des concentrations assez
éleves (20 a 70 %) comparés a d’autres composés en quantité de trace.

Généralement ces composés majoritaires déterminent ’activité biologique de 1’huile
essentielle. (Bakkali et al. 2008)

Une huile essentielle est un mélange complexe de plusieurs composés d’aréme
volatiles qui appartiennent aux différentes classes de la chimie organique :

Phénol (exp : carvacrol ) ,hydrocarbures (composés terpéniques comme le limonéme
),Alcool (exp :linolol ), aldéhyde (exp :cinnamaldéhyde ), cétone (exp : menthone ) ,esters
(exp : acétate de linalyle ) et éthers .(Caillet et al,2009 ).

Les huiles essentielles renferment majoritairement des terpenes volatiles issus de la
condensation d’unités iso terpéniques et des dérivés aromatiques du phényl propane. (Couic
et al, 2013).

La composition détaillée des composés volatiles est réalisée par chromatographie en
phase gazeuse et spectrophotométrie de masse (Brenes et al. ;2010 ).

° Les composés terpénéniques :

Les composés terpéniques sont présents naturellement dans les plantes comme
composant majeur de la plupart des huiles essentielles

Les terpénes existent sous des formes de mono, sesqui, hemi.tri , et tétraterpénes .

° Les composes aromatiques :

Sont des dérivés du phenylpropane qui sont les aldéhydes, alcools, phénol, methoxy et
dioxyde de méthyleéne.

Dans la nature certains composés azotés et soufrés présent dans les huiles essentielles

sont caractérises comme constituant essentiels des plantes.(Bakkali et al., 2008 ; Bajpai et al.,
2012)
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1. Terpenes
-Monoterpenes

Carbure monocyclic Carbure bhicyclic

Cymene (*y”) or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
HQCR ‘
Alcohol acyclic Phenol
Carvacrol Thymol

Citronellol Geraniol

-Sesquerpitenes

Aleohol
Caryophyllene

Carbure

Farnesol
NS o =
OH
2. Aromatic compounds
Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldchyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
P
o CH,
L X
= OCH,
OH

Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascaridole Menthol

ot

A

Fig. 07: structure chimique des composés des huiles essentielles

(Bakkali et al. ,2008)
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4 Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

De nombreux procédés sont utilisés pour ’extraction des substances aromatiques. Cette
opération est des plus difficiles et des plus délicates puisqu’elle a pour but de capter les
produits les plus subtils et les plus fragiles élaborés par le végétal et cela, sans en altérer la

qualité. (Lardy J-M .et al, 2006).

4.1 La Distillation :
Il existe trois différents procédes utilisant le principe de la distillation : entrainement a

la vapeur d’eau .hydroffusion, I’hydrodistilation.(Hallal ,2011)

° Distillation a la vapeur d’eau :

Est le procédé le plus couramment employé .elle s’effectue avec un appareil appelé

alambic. (Lardy J-M .et al, 2006)

A la sortie, un essencier (appelé autrefois vase florentin) recueille 1’eau et 'huile
essentielle. La différence de densité entre les deux liquides permet une séparation aisée de

I’huile essenticlle recucillie par débordement (Zhiri A. et Beaudoux D., 2005).

Cette méthode apporte une amélioration de la qualité des huiles essentielles en

minimisant les altérations hydrolytiques. . (Hallal ,2011).

° Hydroffusion ou percolation :

Cette méthode différe de la distillation a la vapeur seulement par le fait que la vapeur

entre dans 1’alambic par le haut.

La percolation convient parfaitement aux bois ou aux matériaux fibreux, car la vapeur

peut s’y infiltrer (Lardy J-M .et al, 2006) .

12
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Fig08 :Entrainement a la vapeur d’cau ascendante et descendante. (Amrane K ,2011)

° Hydrodistillation :

Il s’agit de la méthode la plus simple, de ce fait la plus anciennement utilisée. La
matiére végétale est immergée directement dans un alambic rempli d’eau, placé sur une
source de chaleur, le tout est ensuite placé a ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un

réfrigérant
Et 'HE de I’hydrolysat par simple différence de densité.
L HE étant plus 1égere que 1’cau, elle surnage au dessus de I’hydrolysat.
Cependant 1’hydrolysat ion posseéde des limites.

En effet un chauffage prolongé est trop puissant et engendre la dégradation de certaines
molécules aromatiques. (Hallal ,2011). Ces phénoménes ont étés rendus possibles a 1’échelle
du laboratoire grace a I'utilisation d’un appareillage de type Clévenger. (Sylvain SUTOUR,
2011).
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Fig 09:montage d’hydrodistillation (Sutour S., 2010)

4.2 Extraction par solvants :
Est utilisée pour les plantes fragiles (Lardy J-M .et al, 2006) La méthode de cette
extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont solubles dans la plupart des

solvants organiques

L'extraction se fait dans des extracteurs de construction variée, en continu, semi-continu

ou en discontinu. . (Amrane K., 2011)

[’HE ainsi obtenue est dite « absolue ». Comme il est difficile d’éliminer complétement
les traces de solvants, on utilise que trés exceptionnellement ces HE en médecine (Lardy J-M

et al, 2006).

4.3 L’expression a froid (ou expression mécanique) :
Son principe consiste a rompre mécaniquement les poches a essences..
Par :

— &coulement naturel : I'incision du tronc de certaing arbres permet de recueillir un

baume ou une gomme.

— écrasement de plantes (surtout les agrumes). En pressant les zestes on obtient une

émulsion d’eau et d’HE qui doit ensuite &tre centrifugée et filtrée. (Lardy J-M .et al, 2006)

D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent directement 1'huile

essentielle, ce qui évite les dégradations lides a 'action de I'eau. (Amrane K., 2011).
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4.4 Extraction par les corps gras :

Consiste a faire absorber les HE par un corps gras, que 1’on doit séparer ensuite pour

obtenir I’'HE pure (Lardy J-M .et al, 2006)

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles a l'action de la

température.. (Amrane K., 2011)

4.5 Extraction par micro- ondes :

L& procédé d'extraction par micro-ondes appelée (Vacuum
MicrowaveHydroDistillatiol VMHD) ;consiste a extraire l'huile essentielle a l'aide d'un
rayonnement micro-ondd'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau

de constitution de la matiére végétale traitée entre dans le processd'extraction des

essence( Amrane K., 2011)

Figure 10 : Extraction par micro- ondes ((Amrane k,2011)

S Mode d’action des huiles essentielles :

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas
clairementélucidé ( Burt S, 2004). Compte-tenu de la diversité des moléculesprésentes dans
les huiles, I'activité antibactérienne semble résulter d’une combinaison deplusieurs modes
d’action, impliquant différentes cibles cellulaires

Parce que les huiles essentielles contiennent un nombre de composés, leur activité
antimicrobienne ne peut pas étre confirmée par un seul composé.

15



En outre les huiles essentielles ou leurs différents composés montre un mode d’action
non seulement a un emplacement particulier mais a différents sites cellulaires. (Bajpai et al.
.2012)

L’hydrophobicité est une caractéristique importante des huiles essenticlles et leurs
composés ce qui leur permet de s’accumuler dans la membrane cellulaire, perturber les
structures et causer une augmentation de la perméabilité.

Une fuite des constituants inters cellulaires ¢t la détérioration des systémes
enzymatiques microbiens et une perte importante du contenu de la cellule qui va causer la
mort de la cellule (Bajpaiet al. 2012 ; Fei et al. ,2011 ; Burt S., 2004)

En outre il existe généralement des mécanismes d’interaction et de synergie
antimicrobiens reconnus : inhibition séquenticlle d’une voie biochimique reconnu, inhibition
des enzymes protectrices.

Combinaison des agents actifs de la paroi cellulaire pour améliorer 1’absorbation de
d’autres agents antimicrobiens (Fei et al. ,2011).

Généralement la nature phénolique des huiles essentielles les rend efficace contre les
bactéries Pathogeénes alimentaires.

Les composés phénoliques perturbent la membrane cellulaire aussi bien que les
propriétés fonctionnelles de la cellule et éventuellement la fuite du matériel interne de la
cellule.

En plus de cect, les composés terpéniques sont bien connus pour agir sur la membrane
bactérienne entrainant ainsi des changements des fonctions cellulaires.(Bajpai et al. ,2012)
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FIG10 :Localisation , sites et mécanisme d’action des composes des huiles essentielles
contre les bactéries (Burt S.,2004 ).
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6 Propriétés biologiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles obtenues a partir des plantes aromatiques et médicinales sont
connues depuis l'antiquité pour avoir des activités antibactériennes, antifongiques, et

antioxidantes. (Bratta et al., 1998 )

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien
la croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures

Ces propriétés dépendent de leur composition chimique (Celikel N.et Kavas G., 2008).

6.1 Propriétés antimicrobiennes :

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement fonction de leur
composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs. Elles
agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs
toxines (Caillet et al,2009).

6.2 Propriétés antifongiques:

les huiles essentielles des plantes  arématiques sont connues pour
avoir des propriétes antifongiques (Pinto E.et al.,2007 )

Pour les levures, elles agissent sur la biomasse et la production des pseudomycelium
alors qu’elles inhibent la germination des spores, 1’élongation du mycélium, la sporulation et
la production de toxines chez les moisissures.(Caillet et al,2009).

6.3 Propriétés anti oxydantes :

Les huiles essentielles contiennent des antioxydants comme les composes terpéniques
¢t phénoliques.

Cette propriété a été souvent vérifiée in vitro par des méthodes physicochimiques.
(Bakkali et al., 2008)

7 Domaine d’application des huiles essentielles :

L’huile essentielle est définie comme 1extrait naturel de plantes ou d’arbres
aromatiques. Aujourd'’hui les huiles essentielles sont aussi produites synthétiquement par

conséquent on les trouve sur le marché sous les deux formes.
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Les substances aromatiques naturelles, appelées essences, sont produites dans des
glandes spécialisées de différentes parties des plantes (fleur, feuille, tige, écorce, racine, fruit,
graine) (anonyme ,2009)

Il existe une grande variété d’huiles essentielles connues dans le monde et plusieurs
milliers d’entre ¢lles ont &té caractérisées. Cependant, de ce nombre, une faible proportion
seulement présente un intérét commercial. Cela s’explique par la composition chimique des
huiles, les différentes utilisations possibles et leur colt de production. On évalue qu’environ

300 produits naturels servent de matiéres premiéres pour I’industrie des parfums et des
aromes (Grysole J., 2003).

7.1 Application dans le domaine alimentaire :

Les huiles essentielles ont longtemps servit comme des agents aromatisant des aliments

et des boissons .en raison de leur contenu polyvalent de composés antimicrobiens.

Ils possedent un potentiel comme agent naturels de conservation d’aliment.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est affectée a un nombre de composés
terpéniques et phénoliques (thymol, carvacrol, eugénol).(Oussalah et al. ,2007).

Les huiles essentielles constituent un outil puissant pour réduire le développement et la
dissémination des résistances antimicrobiennes.

Aujourd’hui les huiles essentielles sont reconnues comme des substances sures par
I’administration de I’alimentation et des médicaments (2005)ct peuvent é&tre utilisées comme
agent antimicrobien .(Michalis et al.,2013)

7.2 Application dans le domaine médical :

La capacité cytotoxique des huiles essentielles basée sur 1’activité prooxidante peut
faire d’eux d’excellent antiseptiques et agents antimicrobiens pour 1'usage personnelle ou

usage interne par

consommation par voie orale.un grand avantage des huiles essentielles est le qu’ils sont
dépourvus de risques génotoxique a long terme en outre certaing d’entre eux ont une capacité
antimutagénique qui pourrait bien é&tre liée a une activité anticarcinogénique. (Bekkali et
al., 2008)

7.3 Application en parfumerie/ cosmétique et parfumerie technique :

[’utilisation des huiles essentielles comme base dans la fabrication de parfums constitue

une pratique courante depuis des siécles dans la plupart des civilisations..
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La parfumerie technique - qui comprend les produits d’entretien ménager domestiques
ou industriels - a également recours aux huiles essentielles pour I'image de propreté a laquelle
elles sont associées, mais aussi parfois pour leurs propriétés antiseptiques. ( Grysole J., 2003).
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Matériels et méthode



1 Matériel du laboratoire et appareillage :

¢ Flacon en verre : volume est de 250 ml.

e Four pasteur : Pour la stérilisation des flacons en verre vides le baréme est de 180°¢
pendant 30 min. Becher : pour contenir I’eau distillée.

¢ Balance : pour les pesées

e Agitateur: fixer la température a 200°, mélanger I’eau distillée a la poudre pour la
préparation des milieux.et agiter jusqu'a apparition de bulles. Laisser refroidir.

e Ph meétre : pour I’ajustement duPh.

o Autoclave : pour les stérilisation. (120%/15 min)

e SpectrophotométrecCalorimétre

e Des tubes en verre

¢ Micropipette

¢ Pipettes Pasteur.

2 Souches bactériennes :

ILes souches bactériennes étudiées sont des souches de référenced’Escherichia Coli
0157 :H7 conservées obtenue au niveau du laboratoire de microbiologie codées 01,02,06B.

3 L’huile essentielle de basilic:

L’huile essentielle utilisée est une huile commerciale de basilic nom

scientifique(Ocinum basilicum )de marque « EL Manara » conditionnée en Algérie .

4 Méthode :

4.1 Préparation des échantillons de salade :

La salade est achetée au marché local (nom scientifique :Lactucasativa )et
conservéedans des conditions d’aérobiose.

On enléve les feuilles de salade détériorées ,on lave la salade sous le robinet puis on la
séche aprés I’avoir égouttée.

Quelques feuilles de salade sont découpées en en petits morceaux (20 mm/20mm).
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4.2 Inoculation des échantillons de salade :

Avant d’inoculer la salade, on prépare la solution d’inoculation par standardisation du
nombre de bactérie (E coli O157 :H7de souche 01,02,06B)afin d’atteindre un seuil cible qui
est de 10° UFC/ml..les concentrations bactériennes des inoculum sont évaluées par turbidité
¢t sont exprimés par expression de la densité optique DO

Une DO de [0.08-0.1]correspond a 10° UFC/ml, (3=620 Nm)selon Mac
ferlland(Hadouchi et al.,2009).

4.3 Décontamination des échantillons de salade inoculés :

On prépare des solution d’huile essentielle de basilic diluée (0.01ul/ml,

0.032 ul/ml,0.08ul/ml)(Karagozlu ¢t al, 2011 )pour la décontamination .
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Préparation des différentes concentrations
d’huile essentielles

On trempe le morceau de salade dans la solution d’inoculation pendant 10 min .puis
dans la solution de décontamination(huile essenticlle )pendant 10 min . ; Karagozlu et
al,2011).

On met a incuber ces morceaux en tube de bouillon nutritif pendant 24 h a 37°¢( voir le

protocole )
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4.4 Dénombrement des bactéries des échantillons de Salade inoculés et
décontamineés :
Les concentrations bactériennes des sont évaluées par turbidité

Schéma du protocole

Préparation de 1’échantillon de Salade

Standardisation de la solution
d’inoculation a 10%ufc/ml.

Inoculation des échantillons de Salade par une solution d’inoculation d’E
COLI 0157 :H7 (01,02,06B )

Dilution de ’huile
< essentielle avec le
DMSO

Décontamination des échantillons de Salade par immersion dans des
solutions de d’huile essentielle de Basilicde concentrations
(0.01ml1,0.032ml,0.08 ml/1) ainsi que le DMSO

Comptage des bactéries par turbidité.
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Résultats et discussions



Résultat et discussion :

L’analyse des échantillons de salade non inoculés ont révélées une densité optique
moyenne de 1.14.

Les valeurs des densités optiques correspondant a la salade inoculée avec la souche 01
et trompée dans le DMSO est de 1.23.

les valeurs de densité optique correspondant aux échantillons de salade inoculés avec la
souche bactérienne 01 et trompées dans I'huile essentielle de basilic dans 1'ordre des
concentrations (0.01UI/m1,0.032ul/ml,0.08Ul/ml) est respectivement 1.40,1.25 ,1.20. Comme
I’'indique le tableau n®02

Echantillon Echantillon Echantillon Echantillon Echantillon
non traité traité au traité a I'HE traité a I'HE traité a I'HE
DMSO {0,01UL/ml) (0,032UL/ml) | (0,08UL/ml)
DO 1.14 1.23 1.40 1.25 1.20

Tableau n°02 : DO des échantillons de salade 1noculée avec la souche 01 et
trempée dans "huile essentielle de basilic (0.01ul/ml.0.032ul/ml1,0.080ul/ml)

Sensibilité de la souche 01 inouculé a la salade
traitée avec les différentes consentrations de
I'huile essentielle de basilic.

1,6

1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0 T

Echantillontraité Echantillontraité a Echantillontraitéa Echantillontraitéa
auDMSO FPHE (0,01UL/ml) FHE({0,032UL/ml) FHE{0,08UL/ml)

Echantillon non
traité
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Les valeurs des densités optiques correspondant a la salade inoculée avec la souche 02
et trompée dans le DMSO est de 1.29

les valeurs de densité optique correspondant aux échantillons de salade inoculés avec la
souche bactérienne 02 et trompées dans I'huile essentielle de basilic dans 'ordre des
concentrations (0.01U1/ml1,0.032ul/m1,0.08U1/ml ) est respectivement 1.18,1.21 ,1.29. Comme

I'indique le tableau n“3

Echantillon Echantillon Echantillon Echantillon Echantillon
non traité traité au traité a I'HE traité a I'HE traité a I’'HE
DMSO (0,01UL/ml) (0,032UL/ml) | (0,08UL/ml)
DO 1.25 1.29 1.18 1.21 1.29

Tableau n°03 :DO des échantillons de salade inoculée avec la souche 02 et
trempée dans "huile essentielle de basilic(0.01ul/ml.0.032ul/ml1,0.080ul/ml)

1,3
1,28
1,26
1,24
1,22

1,2
1,18
1,16
1,14
1,12

Sensibilité de la souche 02 inouculé a la salade
traitée avec les différentes consentrations
d'huile essentielle de basilic

Echantillon non
traité

Echantillontraité Echantillontraité a Echantillontraité a Echantillontraitéa

au DMSO

FHE (0,01UL/ml)

FPHE (0,032UL/ml)

FHE {0,08UL/ml)

23




Les valeurs des densités optiques correspondant a la salade inoculée avec la souche
06Bet trompée dans le DMSO est de 1.49

les valeurs de densité optique correspondant aux échantillons de salade inoculés avec la
souche bactérienne 06B et trompées dans 1'huile essentielle de basilic dans 1'ordre des
concentrations (0.01U1/ml1,0.032ul/m1,0.08U1/ml ) est respectivement 1.40,1.25,1.20. Comme
I'indique le tableau n“04

Echantillon Echantillon Echantillon Echantillon Echantillon
non traité traité au traité a I'HE traité a I'HE traité a I'HE
DMSO (0,01UL/ml) (0,032UL/ml) (0,08UL/ml)
DO 1.01 1.49 1.27 1.27 1.20

Tablea n°04 DO des échantillons de salade inoculée avec la souche 06Bet
trempée dans "huile essentielle de basilic(0.01ul/ml.0.032ul/ml1,0.080 ul/ml)

Sensibilité de la souche 06B inouculé ala
salade traitée avec les différentes

consentrations de I'huile essentielle de basilic
1,6 -
1,4
1,2

0,8 |
06 -
0,4 -

0,2 +

Echantillontraité Echantillontraitéa Echantillontraitéa Echantillontraitéa
au DMSO FHE (0,01UL/ml) IHE(0,032UL/ml) FHE(0,08UL/ml)

Echantillon non
traite
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Le DMSO(dimethylsulfooxyde ) est un solvant préférable parceque il n'a aucun
pouvoir antibactérien puissant (Gachkar et al., 2006)

Le traitement de la salade inoculée avec la souche 01 a différentes concentrations
d’huile essenticlle de basilic (0.01ul/ml,0.032ul/ml,0.08ul/ml ) pendant 10min montre une
diminution de la densité optique. de 140 et 125 correspondant aux
traitements0.0 1ul/ml,0.032ul/mlsuperivera celle du témointraité avec le DMSO(1.23) qui
diminue a, 1.20correspondant au traitement avec les concentrations d’huile essenticlle de
basilic et 0.08ul/ml .

Le traitement de I"huile essentielle de basilic avec la concentration 0.01ul/ml et

0.032ul/ml sur lasouche 01 ne montre pas d° effet antimicrobien; c’est a la
concentration d’huile 0.08ul/ml qu’ un effet antimicrobien apparait sur la souche 01.

Le traitement de la salade inoculée de la souche 02avec le DMSO (témoin) est de 1.29

Le traitement de la salade inoculée avec la souche 02 a différentes concentrations
d’huile essentielle de basilic (0.01ul/ml,0.032ul/ml,0.08ul/ml) pendant 10min montre une
diminution de la densité optique de 1.18 (0.01ul/ml) a 1.21(0.032ul/ml)inferieur a celle du
témoin ¢t 1.29 correspondant a concentration d’huile essentielle de basilic 0.08ul/ml.égale
ou inferieur a celle du témoin (DMSQO)

Le traitement de I"huile essentielle de basilic avec la concentration 0.01ul/ml et

0.032ul/ml sur la souche bactérienne 02 montre un effet antimicrobien décroissant. par
contre le traitement avec la concentration d’huile essentielle 0.08ul/ml est égal a cellui du
témoin c'est-a-dire qu’a cette concentration I'huile essentielle de basilic n’a pas d” effet
antimicrobien.

Le traitement de la salade inoculée avec la souche 06Bavec le DMSO (témoin) est de
1.49

Le traitement de la salade inoculée avec la souche 06B a différentes concentrations
d’huile essenticlle de basilic (0.01ul/ml,0.032ul/ml,0.08ul/ml ) pendant 10min montre une
diminution de la DO par rapport a celle du témoin(DMSO )égale a 1.49 et un niveau
constant des la densité optique au différents traitements de 1.27 (0.01ul/ml,0.032ul/ml) et
une diminution de (0.07 ) correspondant a une DO égale a 1.20au traitement d’huile
essentielle de basilic ala concentration 0.08ul/ml .

L’huile de basilic a un effet antimicrobien important sur la souche 06B au
traitementd huile essentielle de basilic (0.01ul/ml,0.032ul/ml1,0.08ul/ml).

Il y a un effet antimicrobien de 'huile essenticlle de basilic sur la souche 06B au
concentrations(0.01ul/mlL0.032ul/ml,0.08ul/ml )avec une DO inferieur celle d’un témoin

Les souches microbiennes 01,02,06B ne montrent pas une sensibilité similaire.
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I1 est souvent rapporté que les bactéries Gram négative sont plus résistantes aux huiles
essentielles présentes dans les plantes aromatiques . La structure de la paroi cellulaire est
constituée essentiellement de lipopolysacharide. Ce constituant évite 1’accumulation de 1"huile
essentielle dans la membrane cellulaire.(Tajkarimi et al,2010 ;Oussalah et al. ,2007)

Selon (Oussalah et al., 2007) les huiles essentielles ont un effet significatif sur la survie
d’E coli O157 :H7.

La spécificité de I’huile essentielle est par rapport a son amplitude et pas par rapport a
son mode d’action (Bakkali et al.,2008)

Les 1égumes ont un faible taux de lipide qui peut contribuer au succés des résultats
obtenus avec les huiles essentielles (Burt,2004)

Les huiles essentielles de Basilic ont le linool et I'estragol dans leur composition
chimique .

Leur effet antimicrobien est due a ces deux composés .(Bagamboula et al, 2004 ;Karagozlu et
al,2011)
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Conclusion



Conclusion :

les plantes aromatiques ont été traditionnellement employées pour la prolongation de la
durée de conservation des aliments (wang et al.,2010)la plupart de leurs propriétés sont dues

aux huiles essentielles produites par le métabolisme secondaire.(Rashid et al.,.2010)

ces huiles sont d’interét important de part leurs propriétés antioxydantes ,antifongiques

¢t particulierement antimicrobienne (Dung et al.,2008)

on a essayé a travers ce travail de démontrer 1’effet antimicrobien de I’huile essentielle

de Basilic sur l1a sensibilité et la survie des souches des E Coli Q157 :H7 inoculées a 1a salade.

Dans le but d’exploiter cette huile essentielle de basilic comme conservateur de la
salade pouvant diminuer le taux des E Coli O157 :H7 agent microbien qui cause des
intoxications alimentaires tout en augmentant la qualité sanitaire de ce légume consommeé cru

et ses propriétés organoleptiques..
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Photo 01 Photo 02 Photo 03
Ensemencement de la souche 01 Ensemencement de la souche 02 sur Ensemencement de la souche 06B sur
sur Mac conKey

Mac conKey Mac conKey

Photo 04 Photo 05 Photo 06
Echantillon de salade Ensemencement des échantillons de Dénombrement des bactéries par
salade inonoculés et décontaminés turbidié

dans des tubes de boullion nutritif




Milieux

Milieu MacConkey :

Pour 1 litre de milieu :

2 By P O wmrsmsesrrrrerrmmmas s R AT 20,00 g
- Bile de boeuf bactériologique...........cooocoiiiiiiiiiiiiii e 500 ¢
= LLACTOSE 1t e e 10,00 g
- Pourpre de bromocrésol.......covvveiiiiee i e 0,01 g

pH du milieu prét-a-I’emploi 4 25°C : 7.3 £ 0,2.

508 1L

Stérilisation : 120°/15 min.

P H=7.1+-0.2 (pour ajuster le milieu on utilise Na{OH}, HCI}

Bouillon nutritif :

Pour 1 litre de milieu :

= R W PIOTE o sons vesses o0 OSSN B ER NS SO PR 10,0 g
- BXtrait e VANl suuvnvinmusassenssosspnsusiomnaesseais s s cosiod s s SO aevss 50¢g
- Chlorured e sodimmMlesssimessesissimmmmsensmss s e 50¢g

15g ———» 1L
Stérilisation : 120°/15 min.

P H=6,5+-0,2 (pour ajuster le milieu on utilise Na(OH}), HCI .
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Résume :

La salade peut étre contaminée par Escherichia coli (eschrichia coli O157/H7 ) avant ,pendant
ct aprés la récolte et pendant le traitement .

Les huiles essentielles sont des extraits de plantes médicinales connues depuis longtemps pour
leur effet antimicrobien

Dans cette étude on entend étudier 1’effet anti microbien des huiles essentielles de basilic sur la
salade inoculée avec Escherichia coli O157: H 7(souche 0.1 0.2, 0.6B) et décontaminée avec les
concentrations (0.01pl/m1,0.032 wl/m1,0.08 pl/ml )

L objectif est d’exploiter I’huile essenticlle de basilic comme conservateur et agent
aromatique de la salade .

Abstract

Lettuce is contaminated byEscherichia coli{ E Coli 0157:H7 )} .this contamination
sources can occur pre and post harvest.

Essential oils are natural plant extract used from longtime for their antibacterial
proprieties .

In this study we try to elucidate the antibacterial activity of Essential oilof basili on the
survival of Esherichia cofi stain { 01,02,06B) inoculated to fresh cut lettuce and
decontaminated by the concentration ofbasilic essential oil (0.01pl/ml,0.032 pl/ml,

0.08 pl/ml )

The objectif is to exploit essentialoil of basil as a natural preservative and flavouring
agent of fresh lettuce.



