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Introduction

INTRODUCTION

La plupart des produits alimentaires utilisés par ’homme sont susceptibles d'étre
altérés avec le temps. Cette altération est d’origine physique, chimique, biochimique ou

microbienne.

Différentes maladies sont liées a la consommation de ces produits alimentaires altérés,
surtout celles causées par les microbes. Selon Nout et ses collaborateurs 2003, ces maladies
sont les suivantes: les maladies infectieuses qui sont dues a la prolifération de germes
pathogenes ; les toxi-infections dont les germes produisent des substances spécifiques ; les
intoxications qui sont dues a des exotoxines produites par les microorganismes. Dans ce
dernier cas, la présence des germes eux-mémes dans [’organisme de [’hdte n’est pas

indispensable.

L’altération d’un produit alimentaire est caractérisée par des dommages physiques, des
changements chimiques (oxydation, changements de couleur) ou [’apparition de gofits

désagréables et de mauvaises odeurs causées surtout par la croissance microbienne (Gram et

al., 2002).

Dans le but de garder les produits alimentaires dans un état consommable pour une
longue durée, de nombreuses méthodes de conservation ont été employées depuis les temps
anciens jusqu’a nos jours. Ces méthodes de conservation reposent sur les techniques
suivantes : la chaleur (appertisation, pasteurisation, stérilisation) ; le froid (réfrigération,
congélation, surgélation) ; la modification de 1’atmosphere ; la séparation et 1’élimination de

I’eau (salage, lyophilisation) ; les additifs (ajout d’un agent conservateur).

A T'heure actuelle, de nombreux spécialistes dénoncent I'utilisation d'additifs
chimiques et démontrent a quel point ils sont dangereux pour la sant¢ humaine. D'un autre
coté, ils conseillent et encouragent ’utilisation d’additifs naturels, en particulier ceux extraits

de plantes médicinales.

Les extraits de plantes peuvent, en combinaison avec d'autres technologies telles que
la transformation et l'emballage, préserver les aliments pendant de plus longues périodes

(Yasmina Sultanbawa, 2015).

A titre d'exemple, on peut citer les huiles essentielles qui font l'objet de nombreux tests
de conservation de divers aliments tels que la viande hachée, les fromages, les 1égumes, les

salades, les produits a base de poisson et les poulets (Sagdic et al., 2015).
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Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a étudier la possibilité de conserver un
produit laitier, en I'occurrence le yaourt, grace a l'utilisation d'huiles essentielles extraites de la

plante "le basilic", qui est vendue par des herboristes dans la région de Constantine.
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Chapitre 1 La famille Lamiaceae et le genre Ocimum

I. La famille des Lamiaceae (Labiatae) et le genre Ocimum
I. 1 — Ordre des Lamiales
L’ordre des Lamiales est parmi les grands ordres de sous-classe Asteridae

(Astéridées), ce sont des plantes dicotylédones (Figure 1).

Asterids

Lamiids _l

Campanulids

_l
N

Paracryphial

Cornales
Ericales
Garryales
Boraginales
Gentianales
Lamiales
Solanales
Aquifoliales
Fscalloniale
Asterales
Dipsacales
Bruniales

Apiales

Figure 1: Les 14 ordres de la sous-classe Asteridae (Simpson, 2010).

Selon la classification phylogénétique APG III (2009), I’ordre des Lamiales renferme
23 familles:

Acanthaceae ; Bignoniaceae; Byblidaceae; Calceolariaceae; Carlemanniaceae;
Gesneriaceae ; Lamiaceae (Labiatae); Lentibulariaceae ; Linderniaceae ; Martyniaceae ;
Oleaceae ; Orobanchaceae ; Paulowniaceae ; Pedaliaceae ; Phyrmaceae ; Plantaginaceae ;
Plocospermataceeae; Schlegeliaceae; Scrophulariaceae; (incl. Myoporaceae); Stilbaceae ;

Tetrachondraceae ; Tomandersiaceae ; Verbenaceae.

I. 2 — La famille des Lamiaceae et le genre Ocimum

La famille des Lamiaceae (communément appelées Lamiacées, Labiacées ou Labiées)
est une assez grande famille de plantes dicotylédones qui comprend environ 236 — 238 genres
et 6500 — 7170 especes. Ces especes sont presque cosmopolites, mais absentes dans les

régions les plus froides de haute latitude ou l'altitude (Harley et al, 2004 ; Simpson, 2010).
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Cette famille se compose surtout de plantes hermaphrodites, parfois gynodioiques, des
herbes, des arbustes ou rarement des arbres, souvent avec de courts trichomes glandulaires

pédonculés produisant des huiles éthérées aromatiques (Simpson, 2010).

D’apres Li et Chang, 2016 le nom de basilic est dérivé du mot grec, basileus, qui
signifie «royal» en raison du parfum royal de cette herbe. Le basilic est communément connu

sous le nom de genre Ocimum.

Les principaux caracteres morphologiques du genre Ocimum sont (Paton et al., 1999 ;

Charles, 2013):

- Les feuilles peuvent étre pétiolées ou sessiles, souvent dentée a la marge,

- L'inflorescence typique est un thyrse, composée de cymes (1-3 fleurs) opposées,

- Le calice est généralement peu tubulaire ou en forme d'entonnoir, il est droit ou
légerement incurvé,

- Lacorolle est généralement droite, mais peut €tre courbé légerement vers le bas,

- Les fleurs sont blanches, verdatres ou roses blanches,

- Concernant I’androcée, Il y a toujours 4 étamines, une paire antérieure qui se fixent
pres de I'embouchure corolle et une paire postérieure qui se fixent a la base corolle,

- L'ovaire chez toutes les especes est divisé en 4,

Le genre Ocimum comprend entre 30 et 160 especes, les plus cultivées pour la production
d'huiles essentielles sont: O. africanum, O. americanum, O. basilicum, O. gratissimum et O.

tenuiflorum (Shasany et al., 2007 ; Carovi¢-stanko ef al., 2009).
I. 3 —Le basilic (Ocimum basilicum L.)

Le basilic est un nom commun pour l'herbe culinaire Ocimum basilicum L. (figure 2).
Est une plante aromatique annuelle, originaire de 1’Inde et de 1’Asie du Sud, ou elle est

cultivée depuis plus de trois mille ans (Darrah, 1974 ; Mahajan et al., 2012).

Selon Li et Chang, 2016 cette plante fleurit habituellement au début de 1'été et peut
étre récoltée en plein d’été. Elle est produite commercialement dans de nombreux pays
comme 1'Egypte, I'Inde, I'Indonésie, le Mexique et les Etats-Unis. En 1999, les Etats-Unis ont

importé 3574 tonnes de feuilles de basilic séchées.
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Figure 2: Ocimum basilicum L. (Li et Chang, 2016).

Le tableau suivant représente la classification classique de cette plante (basilic)

Tableau 1: La position systématique de 1’espéce (Ocimum basilicum L.). (Darrah, 1974 ;

Mahajan et al, 2012).
Reéone Classification
Division MWagnaliophyta
Classe Magnaliopsida
Ordre Latriales
Famille Latriaceae
Genre Dcitrun
Espece Bascilicum

I1. 4 — L ’huile essentielle d’Ocimum basilicum L.

La composition et le contenu de 'huile de basilic varient largement avec les cultivars,
les régions géographiques, les tissus, les stades de croissance, la régulation de la croissance,
les conditions de culture, la fertilisation et I'amendement du sol et les conditions de récolte. Le

rendement en huile de basilic était d'environ 0,1-0,7% (Li et Chang, 2016).

Les composants majoritaires de I'huile de basilic comprennent le linalol, 1'estragole
(méthyl chavicol), 1'anéthole, 'eugénol et le méthylegénol (figure 3) (Vieira et Simon, 2000 ;
Charles, 2013 ; Li et Chang, 2016).
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Figure 3: Composés obtenus dans 1’huile essentielle de basilic analysée par la technique
CPG/SM (1000 pg / mL dans 1'acétone). (Li et Chang, 2016)

I, a-pinene; 2, linalool; 3, trans-anethole: 4, 4-methoxy benzaldehyde:

o

. estragole: 6, 1-methoxy-4-( I-methoxypropyl)-benzene:
7. trans-caryophyllene; 8, 2,3-dihydro- | H-indene-5-ol:

9. 1-(1,1-dimethyl)-2-methoxy-4-methyl-3,5-dinitrobenzene.

Certains facteurs affectent la teneur et la composition chimique des huiles essentielles
de cette plante. A titre d’exemple, Baritaux et ses collaborateurs (1992) ont constaté que les
pertes d'huile essentielle totale, apres séchage d'un grand échantillon de basilic frais (Ocimum
basilicum L.) a 45 °C pendant 12 heures suivi d'un stockage pendant trois, six et sept mois,

étaient respectivement de 19%, 62% et 66%.

Une autre étude a affirmé que la composition chimique des huiles essentielles de la
plante Ocimum basilicum L. differe considérablement d’une saison a une autre et que le
linalol était le principal constituant (56,7-60,6%), suivie de 1'epi-a-cadinol (8,6 - 11,4%), a-
bergamotene (7,4 - 9,2%), y-cadinene (3,3- 5,4%), germacrene D (1,1- 3,3%) et camphre (1,1
- 3,1%) (Hussain et al., 2008).
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II. Les huiles essentielles

I1. 1-Définition

Une huile essentielle telle que définie par I'Organisation Internationale de Normalisation
(ISO) dans le document 9235.2 (Schmidt, 2010) : "tout produit obtenu a partir de matiere
premiere végétale - soit par distillation a 1'eau ou a la vapeur ou - de 1'épicarpe des agrumes par

un procédé mécanique, soit - par distillation seche".

Les huiles essentielles est un mélange complexe de composés volatils produits par des
organismes vivants et isolés uniquement par des moyens physiques (pressage et distillation) a
partir d'une plante entiere ou d'une partie de plante d'origine taxonomique connue (Franz et

Novak, 2010).

I1. 2-Sources naturelles d'huiles essentielles
Selon Handa, 2008, les huiles essentielles sont généralement extraites a partir d'une ou de

plusieurs parties de la plante. Ces différentes parties sont :

e les fleurs (rose, jasmin, ceillet, giroflier, mimosa, romarin, lavande) ;

e les feuilles (menthe, Ocimum, Citronnelle, jamrosa) ;

e les feuilles et les tiges. géranium, patchouli, verveine, cannelle) ;

e [’écorce (cannelle, cassia) ;

e le bois (cedre, pin) ;

e les racines (angélique, sassafras, vétiver, valériane) ;

e les graines (fenouil, coriandre, carvi, aneth, muscade) ;

e les fruits (bergamote, orange, citron, genévrier) ;

e les rhizomes (gingembre, calamus, curcuma) ;

e les gommes ou exsudats d'oléorésine (baumier du Pérou, baume de Tolu, styrax,

myrrhe, benjoin).

Les organes végétaux contenant des huiles essentielles naturelles sont illustrés dans la figure 4.
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Figure 4: Organes végétaux contenant des huiles essentielles (Handa, 2008)

I1. 3-Constituants d’huiles essentielles

Les principaux constituants des huiles essentielles sont présentés dans la figure S. La

plupart des huiles essentielles sont constituées d'hydrocarbures, de terpenes, de lactones, de

phénols, d'aldéhydes, d'acides, d'alcools, de cétones et d'esters.

Les composés oxygénés (alcools, esters, aldéhydes, cétones, lactones, phénols) sont la

principale source d'odeur. Ils sont plus stables contre les influences oxydantes et résinifiantes

que les autres constituants.

Les constituants insaturés tels que les monoterpenes et les sesquiterpenes ont tendance a

s'oxyder ou a se résorber en présence d'air et de lumiere.

La connaissance des caractéristiques physiques de chacun de ces constituants tels que le

point d'ébullition, la stabilité thermique et la relation vapeur-pression-température constitue une

importance primordiale dans leur développement technologique.
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Figure 5: Groupes chimiques hétérogenes présents dans I'huile essentielle (Handa, 2008)

I1. 3- Méthodes de production d'huiles essentielles

Les méthodes de production d'huiles essentielles a partir de matieres végétales sont

résumées dans la figure 6.
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Figure 6: Méthodes de production d'huiles essentielles a partir
de matieres végétales (Handa, 2008)
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Trois types de distillation ont été utilisés pour I’extraction des huiles essentielles a partir des

plantes (KONE, 2001 ; Handa, 2008 ; Ranjitha and Vijiyalakshmi, 2014) :

i. La distillation a I’eau et a la vapeur ou «Water Distillation»: Le matériel végétal a traiter est
séparé de l'eau bouillante qui se trouve au fond de l'appareil utilisé (figure 7). Le mélange

vapeur huile essentielle est ensuite récupéré par condensation.

Cold Water

=

STILL

‘apgfized
water and
essential oil

Essential oil
Essential
Qil

Water and

3 Water and |
plant material

ntial Qil

L Floral water
Floral

Water

COOLING TANK

—

Figure 7: Unit¢ de distillation a I’eau et a la vapeur (Ranjitha and Vijiyalakshmi, 2014)

ii. Distillation a la vapeur d'eau ou « Steam Distillation »: Le procédé d’extraction est basé sur
I’utilisation de la vapeur générée dans un réacteur séparé.

iii. Hydrodistillation : Le matériel végétal a traiter est entierement immergée dans 1’eau, qui est
ensuite portée a ébullition (figure 8). La vapeur d’eau en s’échappant emporte avec elle

I’huile essentielle recherchée.
L'hydrodistillation implique les principaux processus physico-chimiques suivants:

- Hydrodiffusion : la diffusion des huiles essentielles et de l'eau chaude a travers les

membranes des plantes.

Les membranes des cellules végétales sont presque imperméables aux huiles volatiles. Mais,
lorsque le matériel végétal est imbibé d'eau bouillante, une partie de I'huile volatile se dissout
dans l'eau présente a l'intérieur des glandes sécrétrices, et cette solution huile-eau pénetre par
osmose dans les membranes gonflées et finit par atteindre la surface extérieure, ou l'huile est

vaporisée par passage de vapeur.
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Figure 8: Unité d’hydrodistillation (Ranjitha and Vijiyalakshmi, 2014)

- Hydrolyse : réaction chimique entre l'eau et certains constituants d'huiles essentielles. Si la
quantité d'eau est grande, elle diminue le rendement en huile essentielle.

- Décomposition par la chaleur: Presque tous les constituants des huiles essentielles sont
instables a haute température. Pour obtenir une meilleure qualité d'huile, la distillation doit

étre effectuée a basse température.

I1. 4- Utilisation d'huiles essentielles
L'utilisation des huiles essentielles est extrémement diversifiée et dépend étroitement de

la source, de la qualité et de la procédure d'extraction de ces composés (Rios, 2016 in « Preedy,
2016 »).
En générale, les huiles essentielles sont utilisées dans les domaines suivants :

1) Produits cosmétiques.

2) Meédecine et produits pharmaceutiques.

3) Dans l'industrie agroalimentaire.

4) Comme pesticides.

Tous les produits agroalimentaires contiennent des microorganismes. Certains ne présentent
aucun risque pour les consommateurs, mais d’autres sont pathogeénes et peuvent se développer

suite a2 une mauvaise conservation ou apres dépassement de la date limite de conservation

(BORGES, 2014).
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Jusqu’a 30% des personnes dans les pays industrialisés souffrent chaque année d'une maladie
d'origine alimentaire et en 2005, au moins 1,8 millions de personnes sont mortes de maladies
diarrhéiques dans le monde. Une grande partie de ces cas peut étre attribuée a la contamination

de la nourriture et de 1'eau potable (WHO, 2007).

Selon la méme référence, les principales maladies d'origine alimentaire dues aux micro-
organismes suivants : Les salmonelles (Salmonella), La bactérie Campylobacter (Gram négatif),

Escherichia coli O157 entérohémorragique (EHEC) et la bactérie Vibriocholerae.

Des études in vitro ont démontré une activité antibactérienne des huiles essentielles (EO)
contre Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli O157: HT7,
Shigelladysenteria, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus a des niveaux entre 0,2 et 10 pl

/mL (Burt, 2004).

Des études sur des viandes fraiches, des produits a base de viande, du poisson, du lait,
des produits laitiers, des légumes, des fruits et du riz cuit ont montré que la concentration
nécessaire pour obtenir un effet antibactérien significatif est d'environ 0,5 a 20 ul dans les
aliments et environ 0,1-10 pul/ mL dans des solutions pour le lavage des fruits et 1égumes (Burt,

2004).

Les huiles essentielles peuvent se révéler dangereuses pour la santé. Il est donc
nécessaire de connaitre leur source, leur qualité (non falsifiée, non contaminée par des
pesticides) et de respecter scrupuleusement les doses prises et le choix du mode

d'administration. (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).
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III. Le yaourt

III. 1- Généralité sur le yaourt

Le yaourt ainsi que les produits laitiers fermentés similaires sont depuis longtemps tres
populaires dans les pays méditerranéens (Balkans, Afrique du Nord), dans le centre et le sud-
ouest de 1'Asie (Mongolie, Turquie, Irak, Iran, Syrie) et dans I’Europe centrale (Zourari et

al., 1992).

Selon la méme référence, le terme "yogourt" est le produit résultant de la fermentation du
lait grace a 1’action de deux bactéries lactiques thermophiles, Streptococcus salivarius subsp
thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, qui doivent étre retrouvées

vivantes dans le produit final (= 10 millions cfu.g-1 de yogourt).
Les yaourts sont divisés en deux groupes (Paci Kora, 2004):

% Yaourts fermes : dont la fermentation a lieu en pots, ce sont généralement des yaourts
nature ou aromatisés.

R ) ) ) .

** Yaourts brassés : dont la fermentation a lieu en cuve avant le conditionnement, ce sont

généralement des yaourts brassé€s nature ou aux fruits.

Le role des streptocoques et des lactobacilles dans la fabrication du yaourt peut étre
résumé comme suit: (i) acidification du lait; (ii) synthése de composés aromatiques ; (iii)
développement de la texture et de la viscosité, principalement pour le yaourt brassé (Zourari

et al., 1992 ; Chaves et al., 2002).

Ces bactéries consomment le lactose (diholoside, composé de l'association de deux
sucres simples, le glucose et le galactose) présent dans le lait pour produire de I'acide lactique

: c'est la fermentation lactique.

La figure 9 résume les voies proposées pour le transport du lactose et du galactose et
leur utilisation par Streptococcus thermophilus. Le métabolisme des glucides par la bactérie

Lactobacillus bulgaricus n'a pas été suffisamment étudié.

Les composés aromatiques les plus importants du yaourt sont: l'acétaldéhyde,
I'acétone, l'acétoine et le diacétyle en plus des acides acétiques, formique, butanoique et

propanoique (Figure 10).
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Figure 9: Voies d'utilisation du lactose (lac) et du galactose (gal) chez Streptococcus
thermophilus. In « Zourari et al., 1992 ».
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Le yaourt

Figure 10: Principaux composés aromatiques présents dans le yaourt
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(Routray and Mishra, 2011)

Pendant la fermentation du yaourt, 1'acétaldéhyde peut étre produit directement a partir

du métabolisme du lactose a la suite du pyruvate décarboxylation. Il peut étre produit (1)

directement par le pyruvate décarboxylase ou le pyruvate oxydase ou (ii) indirectement par la

formation de l'acétyl coenzyme A (intermédiaire) par le pyruvate déshydrogénase ou le

pyruvate formate lyase (figure 11).
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Figure 11: Voies métaboliques de formation d'acétaldéhyde et d’acétyl-CoA
(Chaves et al., 2002).
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III. 2- Yaourt et huiles essentielles

Le yaourt de bonne qualité est un produit laitier de grande valeur nutritionnelle, il constitue
une source tres riche en protéines, en calcium, en vitamines et d’autres composés (tableau 2).
Un peu de contamination peut détériorer sa qualité et peut avoir des effets tres négatifs sur la

santé du consommateur (Ahmad et al., 2013).

Tableau 2: Composition du lait écrémé et un yaourt ordinaire (Deeth et Tamime, 1981)

Yoguri (low
Constituent {per 100 g) Milk {skim) fat, plain)
Energy value (KI) 150.00 220.00
Major constituents (g)
Protein 3.50 500
Fat 0.10 1.00
Lactose 5.00 5.00
Galactose .0 1.50
Lactic acid ¢ 1.00
Clitric acid 0.20 0.30
Potassium 0.15 0.24
Calcium 0.12 0.18
Phosphorous 0.10 0.14
Chloride 0.10 0.18
Sodium 0.05 0.08
Bacterial mass 0.00 0.15
Minor constituents (mg)
Orotic acid 700 4.00
Hippuric acid 2.00 c.00
Fumaric acid 1.00 B0
Succinic acid c.00 19.00
Benzoic acid 0.50 7.00
Cholesterol 200 7.00
Urea 040 0,02
Glucose ¢.00 30.00
5 - CMP 0.60 c.00
5 -UMP 0.20 0.50
3-+5-GMP c.00 0.40
5 - AMP .00 0.10
NAD e (0 Lo0

La qualité du yaourt est régie par un certain nombre de facteurs depuis le début du
processus de fabrication jusqu'a la date limite de consommation. La saveur (gofit et odeur) et

la texture sont les plus importants de ces facteurs (Soukoulis et al., 2007).

Ces deux facteurs sont également affectés par plusieurs parametres tels que : la source

du lait, la culture de départ (starter culture), les conditions du processus de fabrication, la
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température d’incubation, les additifs et les conditions de conservation (Soukoulis et al.,

2007 ; Routray and Mishra, 2011).

Récemment, la demande de produits alimentaires dits «naturels» a augmenté, car elle
ne présente pas de risques pour la santé humaine. Sur cette base, de nombreux chercheurs ont
essayé de remplacer les additifs chimiques, en particulier ceux liés a la qualité et a la

conservation du yaourt, par des produits d'origine naturelle tels que les extraits végétaux.

A titre d’exemple, Caleja et al., 2016 ont comparé les effets des conservateurs
antioxydants naturels (décoctions de fenouil) et synthétiques (sorbate de potassium ) dans le
yaourt. Ils ont trouvé que les deux antioxydants n'ont pas provoqué de changements
significatifs dans le pH et la valeur nutritionnelle, en comparaison avec les échantillons
témoins (yaourt sans aucun additif). Et en plus de ca, les yaourts enrichis ont montré une

activité antioxydante plus €levée, principalement ceux avec des additifs naturels.

Dans une autre étude, Mahmoudi et ses collaborateurs (2012) ont traité des
échantillons de yaourt avec de 1'huile essentielle de la plante Teucrium polium (40, 60 et 80
ppm) et Lactobacillus casei (108-109 cfu/ mL). Les échantillons ont été conservés a 4°C
jusqu'a 28 jours. Le résultat de cette étude a montré que les HE n'ont eu aucun effet négatif

sur les propriétés physicochimiques du yaourt et la viabilité de Lactobacillus casei.

Le méme résultat a été trouvé lors d’utilisation de 1'huile essentielle de la plante Citrus
sinensis. L’addition de I’HE n’a aucun effet négatif sur la viabilité des bactéries lactiques qui

sont maintenus pendant toute la durée de conservation (21 jours a 4°C) (figure 12).

ufe/g* 10°

2 ——PM

1 7 14 21

Doays of storage

Figure 12: Viabilité des bactéries lactiques du yogourt conservé a 4°C pendant 21 jours

(JIMBOREAN et al., 2016)
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IV. Matériel et méthodes

IV. 1- Plan d’expérimentation

Le plan d’expérimentation de cette étude est représenté dans l'organigramme suivant:

Matériel végétal
{Partie aérienne de la plante
Ocimum basilicum )

Extraction de I'huile essentielle
{hydrodistillation)

¥ ¥ ¥

Influence du temps d’extraction | | Activité antibactérienne Utilisation de I'HE dans
sur le rendement HE de I'huile essentielle les denrées alimentaires
(Yaourt)

Figure 13: Plan expérimental

IV. 2- Matériel végétal
Dans cette étude, les échantillons du matériel végétal utilisé ont été achetés aupres d’un

herboriste de la ville El Khroub (ws.al), située a quelques kilometres de la ville de

Constantine (Est de 1'Algérie).

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne seche de la plante : Ocimum

basilicum L. (Figure 14).

D’apres I’herboriste, cette partie aérienne de cette plante a été séchée a ’ombre et a
température ambiante dans un endroit aéré.
Le matériel végétal sec a été conservé dans des sachets en plastique a la température

ambiante, dans un endroit sec et a ’abri de I’humidité et de la lumiére jusqu’a son utilisation.
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Figure 14: La partie aérienne seche de la plante : Ocimum basilicum L.

IV. 3- Souches bactériennes et réactifs

IV. 3. 1- Souches bactériennes

Les microorganismes utilisés dans ce travail sont généralement deux bactéries (Gram+
et Gram-) et un ferment lactique pour la fabrication du yaourt.
Gram positif : Staphylococcus aureus
Gram négatif : Escherichia coli

Les deux bactéries sont pathogenes et sont connues pour leur forte antibiorésistance et

leur pouvoir invasif et toxique chez ’homme (Bencheqroun et al., 2012).

Ces deux souches bactériennes ont été fournies par le laboratoire de microbiologie de

la faculté des sciences de la nature et de la vie de 1’université fréeres Mentouri — Constantine 1.

Ferment lactique pour yaourt: Le ferment lactique utilisé dans ce travail a été obtenu a
partir d’une laiterie privée - Constantine, Algérie. Il est composé de deux micro-organismes,
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus, responsables de la fermentation

lactique ou lacto-fermentation qui transforme le lait en yaourt.

Streptococcus thermophilus : Cocci, gram positif, anaérobie facultative, immobile,
microaérophile, résistante au chauffage a 60°C pendant 30 minutes.
Lactobacillus delbrueckii ; sous-espece bulgaricus : Bacilles, gramme positif, immobile

asporulés, thermopile T° optimale de croissance enivrent 42°C.
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IV. 3. 2- Produits et Réactifs chimiques

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont : Ethanol (CH3CH>OH) ; Sulfate
de magnésium (MgSOQys) ; Chlorure de sodium (NaCl) ; Méthanol (CH3;0OH).

IV. 4- Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation
Les huiles essentielles ont été extraites a partir des feuilles de la plante Ocimum

basilicum selon la méthode décrite par Bouzidi, 2016.

Le protocole expérimental de cette méthode est comme suit :

IV. 4. 1-Hydrodistillation

Cette manipulation a été effectuée a 1’aide d’un appareil d’hydrodistillation Clevenger (figure

15).
- Introduire 100 g des feuilles seéches de la plante dans un ballon de 2 litres,
- Imprégner ces feuilles dans 1’eau distillée,

- Porter I’ensemble a ébullition ; en prenant garde de ne pas chauffer jusqu’a sec,

IV. 4. 2-Récupération des huiles essentielles

- Récupérer le condensat, résulte de la condensation des vapeurs dégagées qui en

traversant le réfrigérant du Clevenger, dans des tubes a fond conique 50 mL (Falcon) ;

- Deux phases obtenues dans chaque tube, une phase organique contenant les huiles
essentielles et une autre aqueuse (hydrolat aromatique) contient une quantité non

négligeable d’huile essentielle.

- Ajouté un déshydratant (0,5 g), sulfate de magnésium (MgSQOs), afin d’éliminer toute

trace d’eau qui pourraient encore rester dans la phase organique (les huiles essentielles),

- Mettre les tubes Falcon dans un réfrigérateur a 4°C pendant une nuit, ensuite récupérer

les huiles essentielles a 1’aide d’une seringue et les mettre dans des tubes 5 ml,

- Conserver les tubes contenant les huiles essentielles a ’abri de la lumiére et a 4°C

jusqu’a leur utilisation.
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Eau froide (Sortie)

Refrigerant

Eau froide (entrée)

Matériel végétal + eau distillée
Huile essentielle

Support élévateur
Chauffe-ballon

Transformateur électrique

Figure 15: Appareil d’hydrodistillation de type Clevenger

Le principe de fonctionnement du Clevenger est basé sur ’extraction des huiles

essentielles sous I’effet de 1’eau chaude. Cette derni¢re provoque la libération des molécules

volatiles (HE) qui s'évaporent et se condensent ensuite a travers un réfrigérant. Le mode

d’emploi de cet appareil est le suivant:

Placer la matiere végétale dans le ballon a fond rond de 2 L;

Ajouter de I'eau distillée jusqu'a ce que le matériel végétal soit completement
submergé;

Ouvrir le robinet d’eau froide relier au réfrigérant ;

Faire bouillir doucement le mélange matiere végétale et eau distillée;

]

- mettre le trait blanc sur 1
- ensuite sur 3, quand l'eau va
commencer a bouillir

Transformateur électrique

La vapeur remonte dans une colonne et par la suite dirigée vers le condensateur
(réfrigérant) ;

Deux phases sont récupérées, une inférieure aqueuse et I’autre supérieure organique
contenant I'huile essentielle.
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IV. 4. 3- Influence du temps d’extraction sur le rendement en huile essentielle

Protocol expérimental

- Récupérer les huiles essentielles en quantités correspondantes a des intervalles de 30

min, étalées sur 4 heures,

- Peser (en grammes) la masse des huiles essentielles obtenues a 1’aide d’une balance de

précision,

- Calculer le rendement, exprimé en pourcentage (%), par la formule suivante (AFNOR,

1986):

R% = (m1/m0) x 100

R : rendement en huile essentielle
m1 : masse en grammes de I’huile essentielle
m0 : masse en grammes du matériel végétal

IV. 5- Activité antibactérienne des huiles essentielles

Le but de cette manipulation est d'évaluée [’activité antibactérienne des huiles
essentielles, extraites a partir de la partie aérienne de la plante étudiée (Ocimum basilicum L.),
vis-a-vis des germes pathogeénes contaminant les denrées alimentaires et responsables de

certaines infections.

L’activité antibactérienne des extraits a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion en milieu

gélosé (Athamena, 2009 ; Bassolé ef al., 2011).

Le principe de cette méthode est comme suit :

La souche bactérienne utilisée est étalée sur la surface d’une boite de pétri contenant le milieu
gélosé adéquat, par la suite le disque de papier filtre « Wathman N°I » imbibé d’huile
essentielle testé est déposé sur la surface de cette boite de pétri. Apres la période d’incubation
a I’étuve, la zone d’inhibition de croissance apparait autour de disque est mesurée a 1’aide
d’une regle graduée. Le diameétre de la zone est proportionnel a I’efficacité antibactérienne de
I’extrait testé.

Cette manipulation comporte plusieurs étapes :

a) Préparation d’inoculum
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L’inoculum de chaque bactérie (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) a été préparé
selon le protocole expérimental suivant :
- Prélever a l'aide d'une anse de platine une colonie bactérienne bien isolée.
- Transvaser le contenu de 1'ose dans un tube contenant 5 ml de bouillon nutritif stérile,
- Incuber par la suite les tubes a essai a 37°C pendant 24 h.
b) Préparation des disques
- Préparer les disques de papier filtre de 6 mm de diametre (Whatman N° 1),
- Stériliser les disques a 1’autoclave, a 120°C pendant 20 minutes.
c¢) Test d’activité antibactérienne
- Mettre la gélose nutritive au bain-marie (100°C) ; une fois fondue la maintenir a 45°C
jusqu’a utilisation,
- Couler dans les boites de pétri une quantité de gélose nutritive équivalente a 18 mL;
- Laisser les boites entrouvertes devant la flamme jusqu’a compléete solidification (15
minute),
- Ouvrir le tube contenant 1'inoculum devant le bec bunsen et ensemencer les boites de
pétri par stries serrées a 1’aide d’un écouvillon stérile ;
- S’assurer que la surface de la gélose est bien séchée,
- Déposer les disques imprégnés d'HE délicatement sur la surface de gélose (Trois disques

par boite) (figure 16);

Figure 16: Ensemencement et dépot des disques imprégnés d’HE obtenue

T = disque sec, non imprégné d’HE (témoin)
1 = disque imprégné d’HE (1ere répétition)
2 = disque imprégné d’HE (2&me répétition)

- Placer les boites de pétri a basse température (+4 °C) pendent 15 a 30 min afin de
permettre aux HE de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne commencent a se

multiplier ;
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- Retirer les boites du réfrigérateur et les placer a 1’étuve, a la température optimale de
croissance du germe a étudier (37 °C) pendent 24 h. Les boites doivent étre placées

couvercle en bas.

d) Lecture des résultats

Aprés 24 heures d’incubation, mesurer a l’aide d’une régle graduée le diameétre
d’inhibition des bactéries auteur des disques. Le diametre (mm) de la zone entourant le disque

est proportionnel a la sensibilité du germe étudié.

IV. 6- Essai d’utilisation de I’huile essentielle dans les denrées alimentaires (Yaourt)
Le but de cette manipulation est d'étudier la possibilité d'utilisation de [’huile
essentielle extraite de la plante Ocimum basilicum L. comme agent conservateur et aromatique

dans les produits laitiers, en particulier ceux a forte consommation tels que les yaourts.
On peut résumer ce test dans les étapes suivantes.

= Technique de fabrication du yaourt,

= Conservation des pots de yaourt,

= Analyse organoleptique et microbiologique.

IV. 6. 1- Technique de fabrication du yaourt
Le protocole de cette technique est le suivant :

- Verser 1 litre de lait de vache cru (sachet de 1 litre) dans un Erlen de 2 litres stérile;

- Chauffer le lait en plagant I’Erlen dans un bain marie a 90 °C pendant 20 minutes, puis
refroidir-le jusqu’a 40 °C ;

- Laisser le lait refroidi dans I’étuve a 37 °C pendant 30 minutes ;

- Ajouter stérilement (devant le bec bunsen) 90 g de sucre et 0,188 g de ferment lactique ;

- Distribuer le lait, apres agitation, dans quatre erlens stériles : (t€émoin, 10 ul HE, 20 pl
HE et 50 ul HE) ;

- Ajouter les concentrations d’HE correspondantes;

- Apres agitation manuelle, distribuer le contenu de chaque erlen dans des pots de yaourt

(environ 40 mL/pot) (figure 17);
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Figure 17: Erlens et pots contenant le yaourt préparé (témoin, 10 ul HE, 20 pl HE et 50 pl
HE)

- Incuber les pots de yaourt a 38 °C pendant 3 heures (figure 18), puis a la température

ambiante pendant une nuit.

Figure 18: Incubation des pots de yaourt a 38 °C pendant 3 heures (témoin, 10 ul HE, 20 ul
HE et 50 ul HE)

IV. 6. 2- Conservation des pots de yaourt

Les pots de yaourt ont €té conservés a la température ambiante pendant 7 jours et les
différentes analyses (physicochimique, organoleptique ou sensorielle et microbiologique) ont

été effectuées apres O jour, 4 jours et 7 jours.
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IV. 6. 3- Analyse organoleptique et microbiologique

IV. 6. 3. 1-Analyse physicochimique et analyse organoleptique ou sensorielles
1) Les propriétés organoleptiques du yaourt ont été évaluées apres O jour de conservation a
la température ambiante. Les principaux éléments utilisés dans cette évaluation sont :
L’aspect visuel (forme, couleur), la texture, le gotit, I’odeur (I’ar6me).
2) L’analyse physicochimique a été effectuée apres O jour de conservation a la température

ambiante, par mesure du pH et de la température du yaourt dans chaque pot.

IV. 6. 3. 2- Analyse microbiologique

Le but de cette manipulation est d’évaluer I’effet de I’huile essenticlle sur la
conservation du yaourt. Cette évaluation repose sur le dénombrement de la flore totale aérobie
mésophile qui se trouve dans le yaourt pendant la période d'incubation et en présence ou en

absence de ’huile essentielle.

Les échantillons analysés sont : Témoin, 10 ul HE, et 50 pul HE. Les échantillons de la

concentration 20 ul HE ont été annulés a cause de manque de matériel.

Le mode opératoire de cette manipulation est le suivant :

a) Préparation des dilutions décimales (figure 19)

- Peser aseptiquement 10 g de yaourt a 1’aide d’une une balance de précision;

- Introduire cette quantité de yaourt dans un erlen- meyer contenant 90 mL d’eau
physiologique stérile, cette suspension constitue alors la suspension mere (dilution 107");

- Prélever aseptiquement 1 mL de la suspension mere et mettre le dans un tube contenant
9 ml d’eau physiologique stérile, la dilution ainsi obtenue est de 107 ;

- Pour obtenir la dilution de 107, reprendre 1 mL de la dilution précédente (102) et mettre
le dans un autre tube contenant le méme volume d’eau physiologique stérile (9 mL) ;

- Répéter cette opération jusqu’a ’obtention de la dilution de 10
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10g 1mL  1mL 1mL  1mL
Yaourt /-\

Suspension
mére 10

(107)

-2 -3 1D'4 -5

10 10 10

Figure 19: Préparation des dilutions décimales

b) Ensemencement de boites pétries

- Apres homogénéisation, transférer 1 mL de ces dilutions décimales successives dans des
boites de pétri stériles en tenant compte des conditions de stérilité ;

- Couler une couche de gélose (maintenue a 45 °C) dans chaque boite de pétri ;

- Procéder a des mouvements circulaires de la boite de pétri sur la paillasse dans un sens
puis dans 1’autre afin que la suspension soit bien mélanger avec la gélose ;

- Laisser les boites entrouvertes devant la flamme jusqu’a complete solidification (15
minute),

- Placer les boites de pétri dans I’étuve a 30 °C pendant 72 heures. Les boites doivent étre

placées couvercle en bas.

¢) Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale

Apres la période d'incubation nécessaire, procéder au comptage des colonies pour chaque

boite de pétri.
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Chapitre V Résultats et discussion

V. 1- Extraction des huiles essentielles

Nous rappelons que les huiles essentielles ont été extraites a partir de la partie aérienne
seche de la plante Ocimum basilicum L., a ’aide d’un appareil d’hydrodistillation de type
Clevenger. Cette méthode d’extraction est fournie des huiles essentielles de couleur jaune-

clair avec une tres forte et persistante odeur.
V. 2- Influence du temps d’extraction sur le rendement en huile essentielle

L'étude de la cinétique d'extraction consiste a étudier 'évolution du rendement en huile
essentielle contenue dans la matiere végétale en fonction du temps (a des intervalles de 30

min, étalées sur 4 heures).

Le rendement est calculé par le rapport de la masse en grammes de I’huile essentielle
obtenu et la masse en grammes de la partie aérienne seche de la plante Ocimum basilicum L.

(100 g).

Les résultats de cette manipulation sont illustrés dans la figure suivante :

Rendement (%)

] 30 100 150 200 250

Temps (min)

Figure 20 : Cinétique d’extraction de I’huile essentielle de la plante Ocimum
basilicum L. par hydrodistillation
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D’apres ce résultat, nous pouvons conclure que le temps nécessaire pour la récupération

de I’huile contenue dans le matériel végétal étudi€ est divisé en trois phases:

- La premiere phase, qui correspond a la phase maximale du rendement d’extraction en
huile essentielle, environ 1.3327%. Cette augmentation rapide du rendement est
observée dans l'intervalle de temps de 0 a 30 minutes.

- La deuxieme phase est observée dans l'intervalle de temps de 30 a 120 minutes et se
caractérise par une légere augmentation du rendement (environ 0,2711%).

- Enfin, dans la troisieme phase, apres 120 minutes, la courbe tend vers la stabilisation
(augmentation d’environ 0,1175%), ce qui correspond au rendement maximum

possible a atteindre dans ces conditions expérimentales.

Au vu de ce résultat, on peut déduire que le facteur temps d’extraction a un impact
important sur le rendement en huile essentielle extraite a partir de la plante Ocimum basilicum
L. Cette conclusion est en parfait accord avec les résultats de certains travaux de recherche
avec d’autres plantes médicinales (Muhammad Hazwan et al., 2012 ; Zheljazkov et al.,

2013 ; Zheljazkov et al., 2014 ).

A titre d’exemple Zheljazkov et al., 2013 ont observé que le rendement en huile
essentielle extraite a partir des fleurs seches de lavande (0,5 - 6,8%) atteint un maximum a 60
min. ils ont observé également que le temps de distillation a un effet significatif sur la

concentration des composés suivants: Cinéole, fenchol, camphre et 1'acétate de linalool.
V. 3- Activité antibactérienne des huiles essentielles

La méthode de diffusion des disques sur milieu solide (gélose nutritif) a pour but d’évaluer le
pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle obtenue, contre les deux bactéries Escherichia coli et
Staphylococcus aureus.

Nous avons calculé le pouvoir antibactérien par la différence entre le diametre de la zone
inhibitrice de I’huile essentielle et celui de la zone inhibitrice du témoin (sans huile essentielle).

Cette méthode a permis d’obtenir les résultats représentés dans les deux figures 21 et 22.
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HE obtenue pendant 30 min  HE obtenue pendant 30 min  HE obtenue pendant 60 min
{de 0 2 30 min) {de 30 a 60 min) {de 0 a 60 min)

T: témoin
1 et 2 : deux répétitions de la méme concentration

Figure 21 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle extraite a partir de la plante Ocimum

basilicum L. a différents temps d’extraction (contre E. coli)

HE obtenue pendant 30 min HE obtenue pendant 30 min  HE ohtenue pendant 60 min
{de 0 a 30 min) {(de 30 a 60 min) {de 0 a 60 min)

T: témoin
1 et 2 : deux répétitions de la méme concentration

Figure 22 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle extraite a partir de la plante Ocimum

basilicum L. a différents temps d’extraction (contre Staphylococcus aureus)

D’apres ces résultats on peut noter les remarques suivantes :

Le diametre des zones d’inhibition difféere d’un temps d’extraction a un autre. Cette

variation de ’activité antibactérienne explique la diversité en compositions chimiques

d’huile essentielle extraite a partir de la plante Ocimum basilicum L. a différents temps

d’extraction. Ceci est en accord avec ce que nous avons observé dans le cas de la

manipulation précédente, étude de I'évolution du rendement en huile essentielle

contenue dans la matiere végétale en fonction du temps.
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- L’huile essentielle obtenue présente une activité inhibitrice plus importante contre la
bactérie Escherichia coli par rapport a la bactérie Staphylococcus aureus, notamment

dans le cas HE obtenue pendant 60 min (figure 23).

20
18
16
14
12
10

Diamétre [mm])

F

TR

[

=

1 2

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figure 23 : Activité inhibitrice d’HE obtenue pendant 60 min contre
Escherichia coli et Staphylococcus aureus

La sensibilité des bactéries aux différents extraits se differe d’une espéce a 1’autre, car
chacune d’elles posséde des structures cellulaires et un métabolisme particulier (Athmani,

2009).
V. 4- Essai d’utilisation d’huile essentielle dans les denrées alimentaires (Yaourt)

Apres la fabrication du yaourt, les pots de ce dernier ont ét€ conservés a la température

ambiante pendant 7 jours. Les différentes analyses ont été réalisées durant cette conservation.
V. 4. 1- Analyses physicochimiques et organoleptiques ou sensorielles

Selon Paci Kora, 2004, 1’analyse sensorielle est une approche indispensable a

I’évaluation de la qualité d’un produit alimentaire.

Dans cette étude, les analyses physicochimiques et sensorielles ont été réalisées sur les
échantillons de yaourt uniquement au début de la conservation (apres O jour a la température
ambiante) en raison du risque de contamination microbienne. Les échantillons représentatifs

ont été dégustés par nous-meéme.

31



Chapitre V Résultats et discussion

Ces analyses permettent d’apprécier la qualité du yaourt a travers les parameétres

suivants: le pH, la température, la texture, l'apparence, la couleur et le got.

Les résultats de cette analyse sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 3: Analyses physicochimiques et organoleptiques du yaourt
apres O jour de conservation a la T° ambiante

pH Température | Texture Odeur Couleur
Témoin 4,54 20 Visqueuse | Absence blanche
10 ul HE | 4,55 21 Visqueuse | Arome du basilic | blanche
SOul HE | 4,71 19 Visqueuse | Ardme du basilic | blanche

Deux observations ont été tirées de ces résultats :

1) Le yaourt fabriqué par nos propres moyens est en grande partie similaire a celui du yaourt
nature ordinaire, en particulier dans le cas témoin. Il est caractérisé en présence de HE (10
ul HE et 50 ul HE) par une texture visqueuse, un arome d'huile de basilic et une couleur

blanche.

D’aprés Monzur et al., 2004, 1a couleur du yaourt est généralement dépend de la couleur
du lait utilisé, de la couleur caramélisée du lait obtenu lors du chauffage ou de la matiere

colorante ajoutée.

2) Une tres 1égere différence du pH a été détectée entre les échantillons de yaourt (figure 24).

Cette différence est liée a la présence et a la concentration d'huile essentielle.

Ce résultat montre que la présence et la concentration d'huile essentielle de la plante
Ocimum basilicum L. n'ont pas affecté de maniere significative le pH des échantillons de
yaourt au début de cette conservation. Cette observation a été obtenue €galement par d’autres

chercheurs avec d’autres plantes médicinales (OZTURK et al., 2017).

Peut-étre cette 1égere différence en valeurs de pH observée est attribuée a I'utilisation de
glucides résiduels par la flore microbienne existant dans les échantillons de yaourt et a la
production d'acide lactique, de petites quantités de CO- et d'acide formique a partir du lactose

(Parmyjit et Shinde, 2012).
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Figure 24 : Valeurs de pH des échantillons témoin, 10 pl HE et 50 pl HE
apres 0 jour de conservation a la T® ambiante.

V. 4. 2- Analyse microbiologique

Nous rappelons que le but de cette manipulation est d’évaluer I’effet de I’huile
essentielle sur la conservation du yaourt. Cette évaluation repose sur le dénombrement de la
flore totale aérobie mésophile (FTAM) qui se trouve dans le yaourt pendant la période
d'incubation et en présence ou en absence de I’huile essentielle. Les échantillons analysés

sont : Témoin, 10 ul HE, et 50 ul HE.

La flore totale aérobie mésophile reflete la qualité microbiologique générale d’un produit

naturel, elle peut dans certains cas constituer un indicateur de qualité sanitaire (Bouzidi,

2006).

Les résultats de cette manipulation sont représentés dans le tableau 4 et la figure 25.

Tableau 4: Nombre la flore totale aérobie mésophile (FTAM) durant la période de
conservation a la température ambiante

FTAM (x10-4/ml)
0 jour 7 jours
Témoin 2 30
10 ul HE 2 3
50 ul HE 1 0
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Témoin 10 pl HE

Figure 25 : Effet de I’huile essentielle sur la croissance des MO apres 7 jours de conservation
(T° ambiante)

La figure 25 montre la présence de moisissures en nombre important dans les pots de
yaourt qui ne contiennent pas d'huile essentielle (plus de 30x10* UFC/mL) et son absence
totale dans les pots contenant 50 ul HE. Indépendamment de la question de savoir si ces
micro-organismes sont dangereux ou ne présentent aucun risque pour la santé humaine, ils

sont au moins indésirables pour les consommateurs.

D’apres ce résultat nous pouvons conclure que 1'huile aromatique extraite a partir de la
partie aérienne du basilic joue un role clair dans la conservation du yaourt, c’est un résultat
trés important et surtout que cette plante médicinale ne présente aucun danger pour la santé
humaine. Au contraire, d’aprés Bora et al., 2011 de nombreuses recherches ont prouvé son
efficacité comme remede contre certaines maladies telles que: l'anxiété, le diabete, les
maladies cardio-vasculaires, les maux de téte, la douleur du nerf, les maladies

neurodégénératives et comme anticonvulsivant et anti-inflammatoire.

Elle est utilisée également comme ingrédient dans les parfums, les savons, les

préparations capillaires, les crémes dentaires et les bains de bouche (Holm, 1999).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de cette étude, réalisée sur la partie aérienne de la plante basilic (Ocimum
basilicum L.), était de: (i) déterminer I’influence du temps d’extraction sur le rendement en
huile essentielle ; (ii) mettre en évidence I’activité¢ antibactérienne de ces composés contre
deux bactéries pathogene et enfin (iii) examiner la possibilité de son utilisation comme agent

conservateur et aromatique dans la fabrication du yaourt.

Dans la premiere partie, nous avons étudié I'évolution du rendement en huile
essentielle contenue dans la matiere végétale en fonction du temps d’extraction a des

intervalles de 30 min, étalées sur 4 heures.

L’huile essentielle a été extraite a I’aide d’un appareil d’hydrodistillation de type
Clevenger. Le rendement calculé correspond au rapport entre la masse (en grammes) de

I’huile essentielle obtenue et 100 grammes de la partie aérienne seche de la plante étudiée.

Nos résultats indiquent que le facteur temps a un impact significatif sur le rendement
d'extraction. Le rendement optimal a été obtenu apres 120 minutes. Par conséquent, il est

déconseillé de prolonger le temps d'extraction au-dela de 2 heures.

Dans la deuxieme partie de ce travail, nous avons évalué¢ I’activité antibactérienne de
I’huile essentielle obtenue vis-a-vis de Staphylococcus aureus et Escherichia coli, par la

méthode de diffusion sur milieu gélosé.

Les résultats obtenus montrent que I’HE de basilic exerce un effet inhibiteur contre les
deux souches testées. Cette capacité inhibitrice est plus importante contre la bactérie

Escherichia coli que la bactérie Staphylococcus aureus.

En derniere partie, les pots du yaourt fabriqué par nos propres moyens (témoin, 10 ul
HE et 50 ul HE) ont été conservés a la température ambiante pendant 7 jours et les analyses

organoleptique et microbiologique ont été effectuées apres 0 jour, 4 jours et 7 jours.

Nous avons remarqué la présence de moisissures en grand nombre dans les pots de yaourt ne
contenant pas cette huile (plus de 30x10* UFC/mL aprés 7 jours de conservation a

température ambiante) et son absence totale dans les pots contenant 50 pl HE.

En conclusion, on peut affirmer que I’'HE de la plante Ocimum basilicum protege
efficacement contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus, d’une part, et qu’il n’est pas
utile de prolonger 1’extraction des HEs par hydrodistillation au-dela de 120 minutes, d’autre

part.
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Concretement, nous encourageons l'utilisation de cette huile essentielle comme agent
conservateur dans la fabrication du yaourt, surtout que cette plante ne présente aucun danger
pour la santé humaine. Au contraire, elle est utilisée comme remede contre certaines maladies
telles que I'anxiété, le diabete, les maladies cardio-vasculaires, les maux de téte, la douleur du
nerf, les maladies neurodégénératives et comme anticonvulsivant et anti-inflammatoire. Elle
est utilisée également comme ingrédient dans les parfums, les savons, les préparations

capillaires, les cremes dentaires et les bains de bouche.
I1 serait €également intéressant de réaliser d’autres études pour :

e Evaluer les autres activités biologiques de cette huile, notamment I’activité
antioxydant et ’activité antifongique.

e La possibilité d'utiliser cette huile comme additif naturel en industrie agroalimentaire.
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RESUME

L’influence du temps sur le rendementd’extractionde 1’huile essentielle de la plante
Ocimum basilicum L., I’activité antibactérienne de cette huile et la possibilité de 1’utiliser

comme agent conservateur dans la fabrication du yaourt, ont été étudiés.

Les huiles essentielles ont été extraites a 1’aide d’un appareil d’hydrodistillation de

type Clevenger et I'évolution du rendement d’extraction en fonction du temps a été déterminé.

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle obtenue a été évaluée vis-a-vis de

Staphylococcus aureus et Escherichia coli, par 1a méthode de diffusion sur milieu gélosé.

Apres la fabrication du yaourt par nos propres moyens, les pots de ce dernier (témoin,
10 ul HE et 50 ul HE) ont été conservés a la température ambiante pendant 7 jours et les
analyses organoleptiques et microbiologiques ont été effectuées apres O jour, 4 jours et 7

jours.

Les résultats obtenus montrent que: (i) le facteur temps d'extraction a un impact
significatif sur le rendement en huile essentielle extraite de cette plante ; (ii) I’HE de basilic
exerce un effet inhibiteur contre les deux souches testées. Cette capacité inhibitrice est plus
importante contre la bactérie Escherichia coli que la bactérie Staphylococcus aureus ; (i1)
I’absence totale des moisissures dans les pots contenant 50 pul HE, aprés 7 jour de

conservation a la T° ambiante.

En conclusion, notre étude a prouvé l'efficacité des huiles essentielles extraites de la
plante Ocimum basilicum L. contre des germes pathogenes et donc la possibilité d'utiliser ces
huiles, aux vertus multiples, comme agent conservateur dans la fabrication du yaourt. Elle a
également permis d'établir le temps optimal pour [D’extraction de ces huiles par

hydrodistillation, en I'occurrence 120 minutes.

Mots clés: Ocimum basilicum L., huile essentielle, activité antibactérienne, yaourt,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus.



Abstract

The influence of time on the extraction yield of the essential oil of the plant Ocimum
basilicum L., the antibacterial activity of this oil and the possibility of using it as a

preservative in the manufacture of yoghurt, were studied.

The essential oils were extracted using a Clevenger type hydrodistillation apparatus

and the evolution of the extraction yield as a function of time was determined.

The antibacterial activity of the essential oil obtained was evaluated against to

Staphylococcus aureus and Escherichia coli, by the diffusion method on agar medium.

After the manufacture of the yogurt by our own means, the pots of the latter (control,
10 pl HE and 50 ul HE) were kept at room temperature for 7 days and the organoleptic and

microbiological analyzes were carried out after 0 days, 4 days and 7 days.

The results obtained show that: (1) the extraction time factor has a significant impact on the
yield of essential oil extracted from this plant; (i1) basil EO exerts an inhibitory effect against
both strains tested. This inhibitory capacity is greater against Escherichia coli than
Staphylococcus aureus; (i1) the total absence of molds in the pots containing 50 pl HE, after 7

days of storage at room temperature.

In conclusion, our study proved the effectiveness of essential oils extracted from the
plant Ocimum basilicum L. against pathogenic germs and therefore the possibility of using
these oils, with multiple virtues, as a preservative in the manufacture of yoghurt. It also
allowed to establish the optimal time for the extraction of these oils by hydrodistillation, in

this case 120 minutes.

Key words: Ocimum basilicum L., essential oil, antibacterial activity, yogurt, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus.
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Résumé
L’influence du temps sur le rendement d’extraction de 1’huile essentielle de la plante Ocimum basilicum
L., I’activité antibactérienne de cette huile et la possibilité¢ de 1’utiliser comme agent conservateur dans la

fabrication du yaourt, ont été étudiés.

Les huiles essentielles ont été extraites a 1’aide d’un appareil d’hydrodistillation de type Clevenger et

I'évolution du rendement d’extraction en fonction du temps a été déterminé.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle obtenue a été évaluée vis-a-vis de Staphylococcus aureus

et Escherichia coli, par 1a méthode de diffusion sur milieu gélosé.

Apres la fabrication du yaourt par nos propres moyens, les pots de ce dernier (t¢émoin, 10 pul HE et 50 ul
HE) ont été conservés a la température ambiante pendant 7 jours et les analyses organoleptiques et

microbiologiques ont été effectuées apres 0 jour, 4 jours et 7 jours.

Les résultats obtenus montrent que: (1) le facteur temps d'extraction a un impact significatif sur le
rendement en huile essentielle extraite de cette plante ; (ii)) ’'HE de basilic exerce un effet inhibiteur
contre les deux souches testées. Cette capacité inhibitrice est plus importante contre la bactérie
Escherichia coli que la bactérie Staphylococcus aureus ; (ii) I’absence totale des moisissures dans les

pots contenant 50 pl HE, apres 7 jour de conservation a la T® ambiante.

En conclusion, notre étude a prouvé l'efficacité des huiles essentielles extraites de la plante Ocimum
basilicum L. contre des germes pathogenes et donc la possibilité d'utiliser ces huiles, aux vertus multiples,
comme agent conservateur dans la fabrication du yaourt. Elle a également permis d'établir le temps optimal

pour I’extraction de ces huiles par hydrodistillation, en I'occurrence 120 minutes.
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