République Algérienne Démocratique et Populaire
elell Cinall g el a5 5
Ministére de ['Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Khemis Miliana
Faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre

Mémoire de fin d étude
En vue de ’obtention d'un diplome de Master en
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Science Biologique

Spécialité : Analyses biologiques et biochimiques

Ftude des activités antibactériennes et antioxydantes des

extraits d’ Ocimum pasilicum (basilic) dans la région de Ain

Defla

Soutenu le : 27 Juin 2016, Devant le jury:

par:
- M¢e. Métali Mouna
- M"¢. Kerras Kheira
Président : Mr Mahi. M MAA U.D.B Khemis Miliana
®Promotrice : Mme Daoudi. A MAA U.D.B Khemis Miliana
Examinateur : Mme Saadi. F MAA U.D.B Khemis Miliana
Examinateur : Mr Aoun. O MCB U.D.B Khemis Miliana

Année universitaire 2015/2016







N1

Je dédie ce modeste travail qui est le fruit de mes efforts
A ceux que j'aime le plus au monde mes tres chers parents,
leurs sacrifices et leurs encouragements toute ma vie, je ne
saurais jamais comment exprimer mes sentiments pour avoir
veille sur mon éducation, jamais je ne peux les remercier
assez de m'avoir donner le meilleur.
A mon fiancée Hakim.
A ma chere grand-mere.
A ma chere sceur Zyzy et son marie AHMMED.
A mes chers freres Amine et Youssef.

Je n'oublie jamais le générosité illimitée de mes amis,
Amira, Houria, Maria, Amina, Naima, Yesmina,
Soumia, Amel et Hafessa.

A mon oncle Ahmed et mes tantes.

A tout mes cousines Malika, Fatom, Sousou, Ourda et Djamila.
A tout mes voisines Lila, Fatma et Kheira.

A mon binome Mouna avec qui j’ai partagé les bons et
les durs moments.

A toute ma famille et a tout ce qui me connais-je-vous

aime.

Kheira




Dedicace

A mes tres chers parents, sans eux je n’ai pas pu étre ce que je Suis,

en reconnaissance de leurs efforts, leurs amours et leurs
encouragements durant toute ma vie

A mes adorables sceurs pour leurs soutiens

moral et leurs aides merci d’étre la pour moi.

A mes tres chers freres qui ont toujours
été a mes cotés.
A mon binome Kheira avec qui j'ai partagé les bons et
les durs moments.
A mes beaux freres

A mes belles sceurs

A tous mes oncles, mes tantes, mes cousins
A tous mes amis
A tous ceux qui m’ont encourage et m’ont

Apporté leur soutien.

Mouna




eimerciement:
Nous tenons tout d’abord a remercier ALLAH EL KARIM et le tout puissant pour
la volonté, la santé et la patience qui nous a donné durant toutes les années d'études.
Recevez ici nos sinceres remerciements pour la confiance, les conseils que vous nous
avez accordés tout le long de ce travail. Merci pour votre encadrement, votre
disponibilité et votre gentillesse madame DAOUDI AHLAM.
Nous tenons a remercier mes dames et messieurs les membres de jury
L’honneur qu’ils nous ont fait en acceptant d’examiner ce travail.
Nous remercions tous les enseignants de département "Biologie"
spécialement: Mr. ROUABEH A, Mr. MAHI M, Mr. BOURAS, Mr. MAROC, Mr. AOUN
Mr DJEZZAR, Mr Arous et Mr. LAKHDER EZZINE.

Melle. GUETARNI H, Melle. LADAIDI, Mme. SAADI. F, Mme DJIROUN, Mme AROUS et
Mme. SARI. F

tous qui nous ont aidés de pres ou loin pendant toutes les années d'études.

Nous remercions également Mr. FAYSAL, Mr. ELHADJ et Mr. AMINE, Melle. AICHA,
NAIMA, WASSILA, FATIHA et Mme. NADJIBA

veuillez trouver ici [’expression de nos gratitudes pour nous avoir accueillie au sein de vos
laboratoires. Soyez assurées de nos profonds respects et de nos vives
reconnaissances pour nous avoir fait bénéficier de
vos expériences et de vos rigueurs scientifiques et professionnelles.
Nous profitons aussi de cet occasion pour adresser nos remerciements d nos
parents pour leur sacrifices et a toutes les familles qui nous ont toujours encouragée
et soutenu tout au long des années d’étude. Nous remercions en fin tous ceux qui

n’ont pas été cités dans ces quelques lignes et qui ont

contribués de prés ou de loin par leur aide au bon déroulement de ce travail.




Liste des abréviations

Liste des abréviations

AFNOR - NF : Association Francaise de Normalisation - Norme Francaise.
AAO : Activité Antioxydant.

AAR : Activité antiradicalaire.

AG : Acide gras.

AM : Atmosphére Modifiée.

ATCC : American Type Culture Collection

CAT : Capacité anioxydante totale.

CL50 : Concentration inhibitrice 50.

CMB : Concentration minimum bactéricide.

CMI: Concentration minimum d’inhibition.

DL 50 : Dose Iétale 50.

DMSO : Di-Méthyl-Sulf-Oxide

DPPH : 2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl

EO : Essantial Oil

Ext-aq : Extrait aqueux.

HD : Hydrodistillation.

HE : Huile essentielle.

Ia : Indice d’acide.

Ig : Indice d’ester.

Is : Indice de saponification.

mg d’EAA / ml : milligramme d’Equivalent Acide Ascorbique par millilitre.
mg EAA/g Ms : milligramme Equivalent d’Acide Ascorbique par gramme de matiére seche.

NF : Norme Frangaise.



Liste des abréviations

O. basilicum: Ocimum basilicum.

ppm : partie par million.

R : Radical libre.

RH : Radical libre d’un acide gras insaturg.
ROOH : Péroxyde lipdique.

t / ha : tonne par hectare.

t: tonne.

UFC/g : Unité Fermante Colonie par gramme.

Vit C : Vitamine C.



Liste des figures

Figure 01 :

Figure 02 :

2007)

Figure 03
Figure 04 :
Figure 05 :

Figure 06 :

Figure 07 :

2010)
Figure 08 :
Figure 09 :
Figure 10 :
Figure 11

Figure 12

Figure 13 :

Liste des figures

Présentation d’Ocimum basilicum L. (Pousset, 2004)

Présentation morphologique des feuilles de basilic (Grazza et Khamouli,

: Les graines d’Ocimum basilicum L. (Dreamstime, 2016)

Meécanisme d’ Auto-oxydation des lipides. (Eymard, 2003)
Structure de 1’acide rosmarinique (Boyadzhiev, 2006)
Structure de la vitamine E (Diarra, 2006)

Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Guinoiseau,

Le basilic : a. parties aériennes, b. feuilles fraiches, c. feuilles séches
Montage expérimental de I’hydrodistillation au 1’aboratoire

Préparation des €chantillons des extraits d’O. basilicum et de vitamine C

: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo, 2012)

: Aromatogramme

Schéma du test de ’activité antibactérienne des HE d’O. basilicum sur la

viande de poulet inoculée avec S. thyphimirium

Figure 14 :

Defla

Figure 15 :

Figure 16 :

Figure 17

Teneur en humidité et en matiere seche d’O. basilicum de la région de Ain

I’HE d°O. basilicum
La capacité antioxydante totale des extraits d’O. basilicum

: Résultats de l'activité antiradicalaire de 1'huile essentielle d'Ocimum

basilicum par le test DPPH

17

18

18

20

22

24

31

32

35

41

42

44

46

47



Liste des figures

Figure 18 : Résultats de 'activité antiradicalaire de 'extrait aqueux d'Ocimum basilicum
par le test DPPH

Figure 19 : Résultats de I’aromatogramme des extraits d’O. basillicum

Figure 20 : Résultats de I’aromatogramme de I’HE d’O. basilicum

Figure 21 : Résultats de ’aromatogramme de 1’extrait aqueux de I’ Ocimum basilicum
Figure 22 : Comparaison entre les résultats de 1’aromatogramme des extraits et de
I’antibiogramme sur les bactéries Gram(-)

Figure 23 : Comparaison entre les résultats de I’aromatogramme des extraits et de
I’antibiogramme sur les bactéries Gram (+)

Figure 24 : Résultats des CMI de I'HE d’O. basilicum L

Figure 25 : Résultats des CMI de I’extrait aqueux d’O. basilicum

Figure 26 : Effet inhibiteur de I’'HE d’O.basilicum a différentes concentrations vis-a-vis

de S.typhimirium inoculée sur la viande de poulet pendant le stockage a 6°C

48

50

50

51

53

53

56

57

59



Liste des

tableaux

Tableau 01

Tableau 02 : Composition moyenne de I’huile essentielle d’O. basilicum (Hurbet, 2007)
Tableau 03 : les principaux constituants des HE des parties aériennes du basilic

(Ocimum basilicum) de W. Ain Defla (Brada et al., 2013; Baser et Buchbauer, 2010;

Liste des tableaux

: Classification botanique d’Ocimum basilicum (Riaz, 1999)

Botrel, 2001; Compagnie, 2015 ; LCSS, 2016 ; Booksofdante , 2014)

Tableau 04

Tableau 05 :

Tableau 06 :

Tableau 07 :

Tableau 08 :

Tableau 09 :

: Caractéristiques de I’huile essentielle de basilic (Max, 2008)
Quelques conservateurs chimiques autorisés (eureka, 2015)
Quelques conservateurs alimentaires traditionnels (eureka, 2015)
Caractéristiques organoleptiques de notre huile essentielle
Caractéristiques physico-chimiques de 1I’Ocimum basilicum

Qualification de ’activité antibactérienne de I’HE (apres 7 jours

d’incubation).

Tableau 10

Tableau 11 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de D’extrait aqueux d’O.

basilicum

: Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’'HE d’O. basilicum

13

14

15

43

44

54

55

56


http://eurekasante.vidal.fr/
http://eurekasante.vidal.fr/

Table de matiere

Table de matiére

Introduction
Partie bibliographique
Chapitre I : Maticre végétale « Ocimum basilicum »
I. Généralité
I.1. Définitions
[.1.1. Plantes médicinales
1.1.2. Plantes aromatiques
1.2. Classification des plantes aromatiques
II. Présentation de la plante sélectionnée
II.1. Présentation de la famille des Lamiacées
I1.2. Basilic (Ocimum basilicum)
II.2.1. Nomenclature
I1.2.2. Classification
I1.2.3. Description
11.2.4. Variétés d’Ocimum basilicum
11.2.5.Habitat et culture
I1.2.6. Récolte
I1.2.7. Séchage et conservation
Chapitre II : Huiles essentielles d’Ocimum basilicum
I. Définition
II. Localisation
II.1. Synthése et formation des huiles essentielles au niveau des plantes
II1. Composition chimique
IIL.1. Terpenes
II1.2. Composés aromatiques
IV. Caractéristiques des huiles essentielles
IV.1. Caractéristiques organoleptiques
IV.2. Caractéristiques physicochimiques
Chapitre II1 : HE d°O. basilicum et 1a bioconservation

I. Conservation alimentaire

0 0 0 N »n ke kB bR bR W LW W W W

10
10
11
12
12
13

14



Table de matiere

I.1. Conservation chimique
1.2. Conservation traditionnelle
II. Inconvénients des additifs alimentaires
II1. Bioconservation alimentaire par des extraits d’O. basilicum
III.1. Activité antioxydante des HE d’O. basilicum
II1.1.1. Oxydation
II1.1.2. Mode d'action des HE
II1.2. Activité antibactérienne de I'HE d’O. basilicum
[1.2.1. Généralité
[I1.2.2. Mode d’action des HE
IV. Toxicité de I’'HE d’O. basilicum

Partie expérimentale

Chapitre IV : Matériel et méthodes

Partie I : Préparation et analyses physico-chimiques des extraits d’O. basilicum.

I. Matériel
I.1. Matériel biologique
1.2. Matériel non biologique
I.3. Produits et réactifs chimiques
I1. Méthodes
II.1. Séchage de la plante
I1.2. Détermination de la matiére seche et du taux d’humidité
I1.3.Extraction des HE
I1.3.3. Conservation de I’huile essentielle obtenue
I1.4.Rendement
I1.5. Caractérisation des huiles essentielles
I1.5.1. Caractérisation organoleptique
I1.5.2. Détermination des propriétés physico-chimiques
I1.5.2.1. Propriétés physiques
I1.5.2.2. Propriétés chimiques

I1.6. Préparation de I’extrait aqueux

Partie I : Etude des activités antioxydantes et antibactériennes de nos extraits

I. Matériel
I.1. Matériel biologique

1.2. Matériel non biologique

14
14
15
16
16
16
18
19
19
20
21

22
22
22
23
23
23
23
24
25
25
26
26
26
26
27
29

29
29
30



Table de matiere

I.3. Produits et réactifs chimiques
II. Méthodes
IL.1. Activité antioxydante
II.1.1. Capacité antioxydante totale (CAT)
I1.1.2. Test du pi¢geage du radical libre DPPH

I1.2. Méthode d'étude de ’activité antibactérienne des extraits d’O. basilicum

I1.2.1. Caractérisation microscopique des souches étudices
I1.2.2. Préparation des suspensions bactériennes
11.2.2.1. Préparations des prés cultures
11.2.2.2. Préparations des cultures jeunes
I1.2.2.3. Ajustements de la concentration bactérienne
I1.2.3. Activité antibactérienne des extraits
11.2.3.1. Méthode de I’aromatogramme
I1.2.3.2. Test de sensibilité aux antibiotiques
I1.2.3.3. Méthode de dilution en gélose (détermination des CMI)
Partie III : Bioconservation par I’HE d’O. basilicum
I. Matériel
I.1. Matériel biologique
1.2. Matériel non biologique
L.3. Produits et réactifs chimiques
II. Méthodes
II.1. Test de contrdle de la qualité hygienique

I1.2. Effet inhibiteur de ’'HE du basilic sur S.typhirium inoculées sur la viande de

poulet
I1.2.1. Protocole expérimental
I1.2.2. Analyse microbiologique
Chapitre V : Résultats et discussion
Partie I : préparation et analyses physico-chimiques des extraits d’O. basilicum
I. Taux d’humidité
II. Rendement en HE
III. Caractérisation des huiles essentielles
III.1. Caractéristiques organoleptiques
II1.2. Caractéristiques physico-chimiques

Partie II : Etude de I’activité antioxydante et antibactérienne de nos extraits.

30
30
30
31
32
34
34
34
34
34
34
34
35
36
37

38
38
38
39
39
39

39

39
40

42
43
43
43
44



Table de matiere

I. Activité antioxydante
I.1. Capacité antioxydante totale (CAT)
1.2. Test du piégeage du radical libre DPPH
II. Activité antibactérienne des extraits
II.1. Aromatogramme
I1.2. Qualification de I’activité antibactérienne de I’'HE
I1.3. Détermination des CMI

Partie Il : Bioconservation par I’'HE d’O. basilicum
I. Qualité hygiénique du poulet

II. Activité antibactérienne de I’HE du basilic appliquée sur la viande de poulet
Conclusion
Références
Glossaire

Annexes

45
45
46
49
49
54
55

57

58
61
63






INTRODUCTION

La région méditerranéenne d’une manicre générale, avec son climat doux et ensoleillé
est particulierement favorable a la culture des plantes aromatiques et médicinales. (Anthoula,
2003). Ces plantes ont été traditionnellement employées pour [’assaisonnement et la

prolongation de la durée de conservation des aliments (Wang et al., 2010).

Les plantes aromatiques sont prometteuses et constituent une grande source
d’antioxydants et d’antibactériens naturels pour 1’industrie agroalimentaire. La présence des
antioxydants dans 1’alimentation est devenue essentielle pour la qualité et la sécurité de
I’aliment. Les effets négatifs des antioxydants synthétiques encouragent a leur substitution par

des agents naturels (El kalamouni, 2010).

Parmi les familles qui appartiennent a cette catégorie des plantes aromatiques et
médicinales, la famille de Lamiacée représente une grande importance aussi bien pour son
utilisation en industrie alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est I’une des
familles les plus utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir
antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant (Bakkali ef al., 2008). Le genre

le plus cité dans la littérature est : Ocimum basilicum (Lee et al., 2005).

Notre choix s’est porté sur cette plante, car elle est répondue en Algérie ; elle est
utilisée en conservation traditionnelle de certains aliments (concombre), ses huiles
essentielles et leurs composants commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font 1’objet d’étude pour leur
éventuelle utilisation comme alternative pour la protection des aliments contre 1’oxydation
(Caillet et al., 2007; Bouhdid ef al., 2006). Sans aucun doute, les conservateurs
alimentaires chimiques ou synthétiques font partie de la panoplie des techniques et des
moyens qui permettent d'assurer la sécurit¢ du consommateur, d'allonger la durée de
vie des produits alimentaires et de limiter leurs altérations par I’oxydation (Multon,

2002).

Cependant, la recherche de nouvelles molécules s’est avérée nécessaire car, ces
substances synthétiques ont montré un certain nombre d’inconvénients et de limites

d’utilisation ; elles sont avérées responsables d’effets indésirables. En effet, le



butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne (BHT) sont suspectés avoir des effets
carcinogénes (Belhadj et al., 2006).

Le recours aux huiles essentielles s’avere étre un choix pertinent face a un risque de
contamination précis ou a la nécessité de réduire ou remplacer les agents de
conservation chimiques ou synthétiques (Caillet ef al., 2007). Ceci nous a amené a étudier

I’activité antibactérienne et 1’activité antioxydante des extraits d’O.basilicum.
Notre étude a pour 1’objectif de valoriser cette plante par :

e  Préparation des extraits (huile essentielle et extrait aqueux) d’O. basilicum.
e  Analyses physico-chimiques de I’'HE d’O. basilicum.
e Evaluation des propriétés antioxydante et antibactériennes des extraits préparés.

e  Application de 1'huile essentielle dans la bioconservation alimentaire.
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Chapitre I : Matiére végétale « Ocimum basilicum »

I. Généralités

Les plantes aromatiques constituent une richesse naturelle trés importante dont la
valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés a mettre en valeur. Les
propriétés des plantes dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant a

différentes classes chimiques (Mailhebiau, 1994).
I.1. Définitions
I.1.1. Plantes médicinales

Selon la pharmacopée francaise (1965), une plante médicinale est une drogue
végétale qui peut étre utilisé enticre ou sous forme d’une partie de plante et qui possede des
propriétés médicamenteuses. Ces plantes peuvent aussi avoir des usages alimentaires,

condimentaires ou hygiéniques.
I.1.2. Plantes aromatiques

Les plantes aromatiques appartiennent a la fois au domaine des plantes médicinales et
des maticres premicres industrielles d’origine végétale, et constituent des sources de
substances naturelles complexes, destinées a apporter des caractéres organoleptiques

particuliers aux aliments (Anton et Lobestein, 2005).
1.2 Classification des plantes aromatiques

La classification des plantes peut se faire en fonction de nombreux intéréts (Kateb,

1989) :

Classification botanique (systématique).
Classification thérapeutique (action physiologique).
Classification chimique (nature du principe actif).
Classification commerciale (intérét commercial)

o O O O

La recherche bibliographique sur ces plantes montre qu’elles appartiennent
essentiellement aux 3 familles botaniques suivantes : Astéracées, Lamiacées et Apiacées. (El

kalamouni, 2010)

-
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I1. Présentation de la plante sélectionnée
I1.1. Présentation de la famille des Lamiacées

La région méditerranéenne a été le centre principal pour domestication et culture de
Lamiaceae. La famille des Lamiacées est 1’'une des plus répandues dans le régne végétal

(Naghibi e al., 2005).

La famille des Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, comporte
environ 258 genres pour 6900 especes plus ou moins cosmopolites; mais dont la
plupart se concentrent dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande et le
romarin (Botineau, 2010). Elle est divisée en deux principales sous-familles : les
Stachyoideae et les Ocimoideae.

Les Lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de 1’herbe, parfois
sous-arbrisseaux ou ligneuses (Botineau, 2010). Une grande partie de ces plantes sont
aromatiques riches en I’huile essentielle d’ou leur intérét économique et médicinal.
Toutes ont un appareil sécréteur a huile essentielle .Celle-ci s’accumule dans une cellule
évoluant vers la glande sécrétrice et, sauf par rupture de 1’enveloppe par frottement, ne sera
séparée de la plante que par la sénescence des parties aériennes (Hubert, 2007).

Un trés grand nombre des genres de la famille des Lamiaceae sont des sources riches
en terpénoides, flavonoides et iridiodes, glycosylés et composes phénoliques (Lee ef al;

2005).

I1.2. Basilic (Ocimum basilicum)

11.2.1. Nomenclature

O.basilicum sont des plantes a croissance rapide (Ocimum est dérivé du grec Okimon,
okus signifiant rapide). (Hubert, 2007).

Le nom basilic vient du grec Basilikon qui signifie « plante royale » ; lui-méme dérivé
de bas-latin Basilicum Royal en référence a la grande estime portée a cette herbe (Kothari et
al., 2008).

e  Nom botanique : Ocimum basilicum

e  Nom commun (francais) : Basilic

e  Nom commun (Arabe): Ot~z

e  Appellation locale: 3=

;
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e  Autres noms : Herbe royal, Basilic romain, Grand basilic (Kothe, 2007)

11.2.2. Classification

O. basilicum désigne un genre de Magnoliophyta de 1’ordre des Lamiales et de famille

des Lamiacées (Tableau 01).

Tableau 01 : Classification botanique d’Ocimum basilicum.

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Ocimum

Espece Ocimum basilicum

Source: (Riaz, 1999)

I1.2.3. Description

O.basilicum est une plante annuelle de la famille des Lamiacées (Labiacée, Labiées)
(Hurtel, 2000), herbacée ligneuse, feuillée, tres ramifiée et parfumée.
e La tige : quadrangulaire, pouvant atteindre jusqu’a 1m de hauteur.
e Les feuilles : sont opposée, denticulées dans la partie supérieure, ovales, cuvées a
la base, acuminées au sommet (Pousset, 2004). Elles sont petites ou large et
toujours tres brillantes (vert pale a vert foncé) (Figure 02).
e Les fleurs : bilabiées et petites, ont la Iéve supérieure découpée en quatre lobes,
entourée d’une substance mucilagineuse qui se renfle dans I’eau comme celle de

la graine de lin (Riaz, 1999). Elles sont de couleur créme, blanche, rose ou
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violacée selon la variété (Arabici et Bayram, 2004; Koudjéga, 2004) (Figure
01).

e Graines : petites (fines), oblongues et marron foncé (Pousset, 2004), la durée de
germinative de cette graine est de huit ans (Riaz, 1999). (Figure 03)

e Les fruits : sont des tétrakénes renfermant chacun une seule graine marron-noire

oblongue.

e Le systeme racinaire : est du type pivotant (Arabici et Bayram, 2004).

Figure 01 : Présentation d'Ocimum basilicum L (Pousset, 2004)

Figure 02 : Présentation morphologique des feuilles de basilic (Khamouli et Grazza, 2007).
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Figure 03 : Les graines d’O. basilicum L. (Dreamstime, 2016).

11.2.4. Variétés d'Ocimum basilicum

Les différentes variétés d'O. basilicum se distinguent par leur coleur, leur forme, leur
taille et leur parfum. (Detraz, 2001; Youger-Comaty, 2001; Darbonne, 2002), dont les plus
cultivées sont (MacKee, 1994) :

o  Ocimum basilicum var. album ;

o Ocimum basilicum var. anisatum ;

e Ocimum basilicum var. densiflorum ;
e Ocimum basilicum var. difforme ;

e Ocimum basilicum var. glabratum ;

e Ocimum basilicum var. majus ;

e Ocimum basilicum var. minimum

e Ocimum basilicum var. pilosum ;

e Ocimum basilicum var. purpurascens ;

e Ocimum basilicum var. thyrsiflorum ;
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I1.2.5. Habitat et culture

Le basilic étant une plante des pays chauds méditerranéen, introduit dans toutes les
régions tropicales et subtropicales (Bulgarie, Madagascar, Italie, Comores et Maroc ...etc.) et
cultivé dans les pays tempérés (Schauenberge, 2006 ; Hubert, 2007 ; Bezanger et al.,
1990). Herbe de saison chaude, son multiplication se fait par semis au printemps, vers Mars-
Avril. En climat tempéré, il faut le faire en serre ou dans des pots maintenus a une
température de I’ordre de 20°C. La germination se produit au bout de 4 a 7 jours. Le
repiquage en pleine terre peut se faire lorsque le sol est suffisamment réchauffé. Le basilic a
besoin d’un pH de 5 a 8 et d’une température plus de 15°c et une exposition abritée et cinq

heures d’ensoleillement quotidien (Bezanger et al., 1990).

11.2.6. Récolte

Pour I’herbe culinaire en frais, avant épanouissement des fleurs, on récolte de Juillet a
Septembre ; pour la premiére coupe, la barre est placée a 15 cm au-dessus du sol car la plante
remonte sur les bourgeons de bas de tige. Pour I’herboristerie ; on récolte en pleine floraison.

(Hubert, 2007)

I1.2.7. Séchage et conservation

On seche le plus rapidement possible a une température de 30 - 35°C. On crible
pour séparer feuilles et tiges. Pour I’huile essentielle, on récolte en pleine floraison
(Hubert, 2007). Les parties utilisées sont les feuilles, que I'on peut faire sécher, mais
qui ne se conservent pas longtemps (Erik, 2001). Il se conserve frais en pot ou séché a

I’ombre, a I’abri de la lumiere, de I’humidité et de la poussiere (Riaz, 1999).
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Chapitre II : Huile essentielle d’Ocimum basilicum

I. Définition

Huiles essentielles, substances volatiles et odorantes sécrétées par des parties
spécifiques de certains végétaux (Encarta', 2009). IIs ont été initialement appelées "esprit"
pour un souci de normalisation, cette dénomination " essence" a été abandonnée au profit de
celle de I’huile essentielle, seul terme en usage actuellement. Le mot essentielle renferme

deux significations : origine essence ou partie la plus importante (Pellecuer et al,. 1980).

La norme AFNOR NF T 75-006 définit I’huile essentielle comme : « un produit
obtenu a partir d’une matic¢re premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par hydrodistillation. L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés

physiques» (Heinrich et al,. 1983).

Une huile essentielle est en général un mélange de substances naturelles volatiles
obtenues par codistillation avec la vapeur d’eau a partir de la biomasse végétale. Les huiles
essentielles se caractérisent par leur odeur, leur gout, leurs propriétés physicochimiques et

biologiques (MeGraw-Hill, 2007).
I1. Localisation

Les HE sont stockés sous forme des microgouttelettes dans les glandes des plantes.
(Encyclopaedia Britannica, 2016). On les trouve dans les fleurs, les fruits, les feuilles, les
racines, les graines et les écorces de nombreux végétaux (EncartaZ, 2009). Ces huiles sont
stockées dans des structures cellulaires spécialisées (cellules a huile essentielle, poils
sécréteurs comme dans la menthe, canaux sécréteurs) et ont vraisemblablement un role

défensif (El kalamouni, 2010).

I1.1. Syntheése et formation des huiles essentielles au niveau des plantes

Les essences végétales sont d'une part des produits aromatiques de la plante, d'autre
part des substances élaborées par des cellules sécrétrices localisées dans les différentes parties

de la plante (Sylvie, 2001).

-
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Sous l'influence du rayonnement solaire, les plantes synthétisent au sein de cellules
trés spécifiques des composés aromatiques, véritables concentrés d'énergie : les huiles
essentielles (florilab, 2013).

Ces substances se forment de trois fagons (Sylvie, 2001) :

e La premiere formation est dite "en surface glandulaire épidermique' : Les
essences sont formées au niveau de la périphérie de la plante par des glandes
spécialisées : ce sont les poils sécréteurs fabriquant les essences. Les essences
sont stockées dans des poches a essence : chez la Lavande vraie, la Sauge
officinale, la Verveine citronnée.

e La deuxieme formation est dite "'schizogene” : C’est a dire qu'elle se fait dans
I'épaisseur de la plante : au niveau de la feuille. On la retrouve notamment dans le
Millepertuis, le Géranium, L'eucalyptus, le Mélaleuque...

e La troisieme formation est dite "par canaux'" ou "schizolysigéne' : Elle se
produit en profondeur de la plante : Elle est I'essence dominante que 1'on trouve

dans le bois des arbres (Bois de Rose, le Pin, le Santal).

IT1. Composition chimique

Les huiles essentielles sont constituées de plusieurs molécules chimiques de synthese
naturelle. Ces molécules sont différentes selon la nature de la plante, le sol, le temps de
récolte, la partie de la plante, la préparation de 1’échantillon, ainsi que la méthode d’extraction
(Noun, 2013). Les HE regroupent des "composés majeurs": les alcools, les esters, les
aldéhydes, les cétones...etc (Encarta', 2009).

L’ensemble de ces composés peut étre divisé en deux grands groupes :
II1.1. Terpénes :

Les terpenes sont trés répandus dans la nature et surtout dans les plantes comme
constituants des huiles essentielles. IIs sont issus d’une voie métabolique secondaire de I'acide
mévalonique (Noun, 2013). Ce sont des hydrocarbures naturels, de structures cycliques ou de
chaines ouvertes. Leur particularité la plus importante est la présence dans leur squelette

d’unité isoprénique a 5 atomes de carbones (CsHg).

Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités isopréne en: monoterpéne formés de deux
1soprenes (CioHis), sesquiterpenes, formés de trois isoprénes formés de (CisHo4), diterpenes,
formés de quatre isoprénes (CaoH32), tétraterpenes formés de huit isopeénes qui conduisent aux

caroténoides et polyterpenes (CsHg)a (ou n peut-étre de 9 a 30) (Hernandez, 2005).

.
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I11.2. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (Ce¢-C3) sont beaucoup moins fréquents que les
précédents. Ce sont trés souvent des allyl- et propénylphénols, parfois des aldéhydes,
caractéristiques de certaines huiles essentielles d'Apiaceae, mais aussi de celles du girofle, de
la muscade, de I'estragon, du basilic,...etc. (eugénol, safrole, asarones, cinnamaldéhyde, etc.).
On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en Cs-Ci comme la
vanilline (assez fréquente) ou comme I'anthranilate de méthyle. Les lactones dérivées des
acides cinnamiques (c'est-a-dire les coumarines) étant, au moins pour les plus simples d'entre
elles, entrainables par la vapeur d'eau, elles seront également présentes dans certaines huiles
essentielles. (Bruneton, 2009)

La composition moyenne de l'huile essentielle d’Ocimum basilicum est représentée
dans le tableau 02.

Tableau 02 : Composition moyenne de I'huile essentielle d’O. basilicum.

Hydrocarbures terpéniques Aldéhydes

(z)- B-ociméne Traces a 0.1% Anisaldéhyde Traces a 2%
4- méthoxycinnamaldéhyde | 1 a 4%

(E) — B-ociméne Traces a 0.7% Cétone

Myrcéne 0.120.6% Camphre 0.24a2%

Limonéne Traces a 3.6% Ester

B-éléméne Traces a2.1% Acétatede bornyle 0.2a1.4%

germacréne D
3-pinére
&-bergamoténe
3-caryophylléne
Alcools

Linalol

&- terpinéol
Bornéol

T-cardinol

Traces a 1%
Traces a 1%
0.122.6%
0.126.5%

Traces a 54%
Traces a 3%
Traces a 2.7%

Traces a 5.3%

(E)-Cinnamante de méthyle
(z).cinnamante de méthyle
Ether

1.8 — cinéole

Phénols

Chavicol

Méthylchavicol

Eugénol

Traces a 68.6%
Tracesa 11.2 %

1.5a12%

0.1a3%

Traces a 85%

Traces 4 27.8%

Source : (Hubert, 2007)

Les principaux constituants des huiles essentielles extraites des parties aériennes du

basilic (Ocimum basilicum) de la W. Ain Defla sont représentés dans le tableau 03.

F
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Tableau 03 : Les principaux constituants des HE des parties aériennes du basilic (Ocimum

basilicum) de W. Ain Defla

Composés Linalol Linalyl 1,8 Cinéole Myrcene a-Terpineol
acetate
% de
44,7 14,0 6,7 5,6 5,1
composition
Structure * *x Hodek Aeokok ok ok ok ok
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Sources : (Brada et al., 2013)

IV. Caractéristiques de I'huile essentielle d'O.basilicum

IV.1. Caractéristiques organoleptiques

Les huiles essentielles ont un parfum, mais elles ont également une couleur, une

viscosité, et un gout (Jeanne, 1999)

e Odeur : Epicée, anisée, aromatique
e Apparence : Liquide a température ambiante, mobile, limpide

e Couleur : Jaune pale a jaune ambré¢ (Festy, 2013); (Valnet, 2010).
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IV.2. Caractéristiques Physicochimiques

Les caractéristiques physicochimiques de l'huile essentielle d'O.basilicum sont

présentées dans le tableau 04

Tableau 04 : Caractéristiques physicochimiques de 1’huile essentielle de basilic.

Densité 0,902 0,97

Indice de réfraction 1,51a1,52

Pouvoir rotatoire -1°a+2°

Chemotypes méthyl chavicol, 1,8 cinéole, 1, linalol, estragol

Source : (Max, 2008)

F
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Chapitre 111 : HE d’O.basilicum et 1a bioconservation

I. Conservation alimentaire

I.1. Conservation chimique

Les conservateurs chimiques sont des additifs autorisés (Tableau 05) que les
industriels utilisent afin de prolonger la durée de consommation des aliments (eureka, 2015).
Ils empéchent la croissance de micro-organismes susceptibles d’entrainer la détérioration des
aliments et/ou responsables des intoxications alimentaires (Encarta?, 2009);...ct protégent
ceux-ci des effets de I’oxygeéne (eureka, 2015).

L’action des conservateurs chimiques n’est pas illimitée dans le temps. Au bout de
quelques semaines, les aliments finissent par subir des modifications dues a 1’oxygene et aux

micro-organismes (eureka, 2015).
Tableau 05 : Quelques conservateurs chimiques autorisés.
Conservateurs autorisés Quelques usages

Confitures allégées, fruits confits, légumes au
Acide benzoique (E 210) o
vinaigre.

Propionate de calcium (E 282) | Pains de mie, patisseries.

Sorbate de sodium (E 201) Fromages, vins, fruits séchés et en purée.
Nitrite de potassium (E 249) Charcuteries, harengs.
Natamycine (E 235) Fromages, saucissons.

Disulfite de potassium (E 224) Fruits séchés et en conserve, vins.

Source :(eureka, 2015)

1.2. Conservation traditionnelle

Depuis I’antiquité, les aliments ont toujours été préservés par certains produits naturels

qui peuvent jouer le méme rdle que les conservateurs chimiques. (Tableau 06)

.
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Tableau 06 : Quelques conservateurs alimentaires traditionnels.

Conservateurs

Le sucre

Les acidifiants (les
vins et les

vinaigres 2%)

Le sel (8 %)

La saumure (sel,

0,4 % de nitrite)

Le fumage

L’aliment

conserveé

Les fruits
(confitures,

fruits au sirop)

Les légumes

La viande, les
légumes et les

poissons

Les poissons

La viande et

les poissons

Précautions

*La proportion de sucre doit atteindre au moins 50

% pour empécher la croissance des bactéries.

*une stérilisation par chauffage.

*Elle doit étre associée a un autre procédé de

conservation (sucre, sel ou stérilisation).

*Pour éviter 1’altération du gout, les aliments sont

souvent séchés apres salaison (charcuteries, par

exp).

*Les aliments se conservent mieux s’ils ont été

fumés au préalable.

*Le salage est souvent associé¢ au fumage.

*¢éviter de consommer les parties noires
cancérigenes.

Source :(eureka, 2015)

II. Inconvénients des additifs alimentaires

La présence d’antioxydants dans [’alimentation est devenue essentielle pour la

qualit¢ et la sécurit¢ de 1 aliment.

Les effets négatifs des antioxydants synthétiques

encouragent a leur substitution par des agents naturels (El Kalamouni, 2010).

On peut citer quelques effets négatifs des additifs alimentaires sur la santé :

e Les allergies et les réactions asthmatiques : Selon le docteur Rob Loblay, chef de

I’unité d’allergologie de 1’hdpital Royal de Sydney, environ 5% de la population est

sensible & un ou plusieurs additifs alimentaires.
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e L’hyperactivité : L hyperactivité se caractérise chez 1’enfant par des difficultés a
rester en place, a se concentrer et par un comportement impulsif. Des recherches
menées en 2005 par I'université de Liverpool démontrent que certains mélanges
d’additifs (aspartame E951 et colorants) peuvent endommager les cellules
nerveuses. L universit¢ de Southampton en Grande-Bretagne démontra peu apres
en 2007 des liens directs entre des colorants et I’hyperactivité chez des enfants
entre 3 et 8 ans. Cette étude mis également en évidence I’effet négatif du benzoate
de sodium.

e Les cancers : De nombreuses études scientifiques associent une augmentation du

risque de cancers a certains additifs alimentaires. (Bio-transition, 2015)

I11. Bioconservation alimentaire par des extraits d’O. basilicum

La bioconservation alimentaire est I'utilisation des composés d’origines organique
provenant de sources naturelles pour la protection de la qualité des produits alimentaires et la
sant¢ des consommateurs. Actuellement les huiles essentielles et leurs composants
représentent un outil trés intéressent pour augmenter la durée de conservation des produits
alimentaires. Ces substances naturelles sont riches en composées antimicrobiens et
antioxydants. Elles pourraient donc servir d’agents de conservation alimentaire. (Caillet et
Lacroix, 2007).

De nombreux auteurs (Kim et al, 1995a et 1995b ; Smith-Palmer ez al, 2001 ;
Pintore et al., 2002 ; Lin et al., 2004 ; Fisher et Phillips, 2006 ; Oussalah et al., 2006 ;
Caillet et Lacroix, 2007), ont rapporté que les HE peuvent étre ajoutées pratiquement a tous
les aliments. L’incorporation d’HE dans la viande hachée a contribuée au maintien de la
qualité microbiologique et a la réduction de 1’oxydation lipidique au-dela de sa durée normale

d’entreposage.

IT1.1. Activité antioxydante de I’HE d’O. basilicum

II1.1.1. L’oxydation

L'oxydation est le phénomeéne qui fait rouiller les métaux, qui fait flétrir les 1égumes et
les fruits, rancir les graisses. Il modifie le gotit et la couleur des aliments. (Rolland., 2004).
Les substances d’oxydation peuvent avoir différentes structures chimiques que sont les

acides gras non saturés, cholestérol, phospholipide, etc....Apres I’eau et I’air, la nutrition est

.
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le troisieme élément essentiel de la vie. Les lipides constituent 1'un des composés majeurs
de notre nutrition. En raison de leur instauration, les lipides naturels sont trés sensibles
a l’oxydation. Le mécanisme d’oxydation le plus connu des lipides dans les aliments est
I’auto-oxydation. Ce mécanisme comprend trois phases, initiation, propagation et terminaison
(Figure 04). La plupart des aliments contiennent des traces de métaux résultant de
I’emballage ou de stockage ou méme de la composition alimentaire. Des traces de métal
dans I’aliment avec des concentrations inférieures a 0,5ppm sont suffisantes pour

catalyser 1’oxydation des lipide (Labuza, 1971; Larson, 1997).

Acide gras insatré (RH)

— Energie {T®, lumiére, enzyme).
INITIATION + Métaux ' initiation. -|
-— Peraxydes.
Ra.:iir:sf]ipid:’qu: (R* + H¥) -—
PROPAGATION — s
(ROO®, R®, RO%) r
"‘\ — Radical peroxyde (ROO®)
\'\x‘ - R"H (acide gras insatund)
Hg,.'dmp;mg.-dn ROOH + R
TERMINAISON

L
Produits secondaires de la nkaction

=AldElydes. = D= onomicres/dingtres.
=Alconls, - Eponyides.
~Hwdrocarbures. - Ether oxydes

-Esters,

=Acides,

~Cétones

Figure 04 : Mécanisme d’Auto-oxydation des lipides (Eymard, 2003).
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II1.1.2 Mode d’action des HE

Les antioxydants sont définis par Halliwell et al., (1987) comme «toute substance qui
en faible concentration par rapport au substrat susceptible d'étre oxydé prévient ou ralentit
I'oxydation de ce substraty (pastre et priymenko, 2007). Les antioxydants sont largement
présents dans nos aliments, soit sous forme naturelle, soit sous forme d'additifs utilisés dans
l'industrie agroalimentaire (Tanguy et al., 2009). Ils piégent les radicaux libres en inhibant les
réactions a l'intérieur des cellules provoquées par les molécules de dioxygene et de peroxyde,
aussi appelées espéces oxygénées radicalaires (EOR) et espéces azotées radicalaires

(Benbrook, 2005).

11 y deux options pour retarder la réaction d'oxydation :
e Soit intercepter les radicaux libres responsables de la réaction en chaine.
e Soit éviter la décomposition des hydroperoxydes dans les radicaux libres.
Ces deux options fournissent la base de classification des antioxydants sous forme

primaire ou secondaire selon leur mécanisme d'action (Rolland, 2004)

Les antioxydants sont utilisés pour empécher les aliments gras de rancir (Encarta?,
2009). Le principal antioxydant retrouvé dans les feuilles de basilic est I’acide rosmarinique.
Ce dernier agirait de facon synergique avec la vitamine E, ce qui signifie que 1’action
antioxydante combinée de ces deux composés serait supérieure a leur action antioxydante
individuelle. D’autres acides phénoliques et des flavonoides qui possédent des propriétés

antioxydantes se trouvent ¢galement dans le basilic (Yanishkieva, 1995).

L’acide rosmarinique et la vitamine E (Figure 05 et 06) prévient la peroxydation des

lipides membranaires in vivo en captant les radicaux peroxyles (Ahamet, 2003).

OH
o cooH &
il |
P i
w : H.C O//\ CHE_(WJ_CL":—CI—I_-,].,

Figure 05: Structure de 1’acide rosmarinique Figure 06 : Structure de la vitamine E

(Boyadzhiev, 2006) (Diarra, 2006)
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Des chercheurs ont observé une diminution de 1’oxydation des lipides, in vitro et chez
I’animal, avec un extrait de basilic. L’effet antioxydant de 1’extrait de basilic a été obtenu

avec des trés faibles concentrations (Paulette, 2006).

Les résultats rapportés par Constantin ez al. (2011) ont montrés que I’AAO de I’huile
essentielle de O. basilicum est effectivement liée a sa composition chimique, notamment a
sa teneur en eugénol, puisque la diminution de la teneur de ce composé va dans le

méme sens que la diminution de I’activité Antioxydante de I’huile essentielle.

Les travaux de Brada et al., (2013) montrent que ’activité¢ antioxydante de I’'HE

extraite de I’O. basilicum est supérieure quatre fois par rapport a celle de la vitamine E.

II1.2. Activité antibactérienne de I'HE d’O. basilicum

II1.2.1. Généralité

Le mécanisme d’action des HE sur les cellules bactériennes et fongiques reste difficile
a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles (Guinoiseau, 2010). La
variabilité des constituants des huiles suggére qu’elles agissent sur plusieurs sites d’action
étant donné que chaque composé possede son propre mode d’action (Sipailiene, 2006). Leur
activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en

particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Wendakoon, 1995).

Leur action se déroule en trois phases (El kalamouni, 2010) (Figure 07) :

» 1lere Phase : attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une
augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

» 2éme Phase : acidification de l’intérieur de la cellule, bloquant la production de
I’énergie cellulaire et la syntheése des composants de structure.

» 3éme Phase : destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

.
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Figure 07 : Sites d’action des Huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Guinoiseau,

2010)

111.2.2. Mode d’action des HE

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent
aussi bien la croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur
activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en
particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene ez al., 2006).
Elles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la

synthése de leurs toxines.

Les caractéristiques des huiles essentielles sont attribuées aux dérives terpénoides et
phénylpropanoides dont elles sont constituées. L’activité de ces molécules bioactives dépend,
a la fois, du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractére hydrophile de
leurs groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que
les molécules hydrocarbonées (Sipailiene ef al., 2006).

Les terpenes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le contenu
cytoplasmique est déchargé a ’extérieur de la cellule impliquant sa destruction (Tsuchiya et

al., (1996) ; Hammer et al., (1999)).

.
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Egalement, une perturbation chémo-osmotique et une fuite de potassium intra-
cytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides nucléiques, de L’ATP, et du
phosphate inorganique (Hammer et al., 1999 ; Daroui, 2011 ; Kurita, 1979).

D’aprés Masson et Wasserman (1987); les composés phénoliques et les aldéhydes
possedent un mécanisme similaire, avec une efficacité inhibitrice proportionnelle a leur degré
d’hydrophobicité.

Certains composés phénoliques des HEs interférent avec les protéines de la membrane
des micro-organismes comme I’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie
hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la
membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP (Kurita et al., 1979 ; Knobloch et al.,
1989).

La synthése de ’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides peuvent étre

inhibés par les huiles essentielles (Johansen et al., 1997).

IV. Toxicité de I'HE d°0. basilicum

Généralement, les huiles essentielles d’O. basilicum ingérées par voie orale ont une
toxicité aigué faible. Selon Bruneton (1999) la dose 1étale (DLso) des HE du basilic est égale
1 - 2 g/Kg. Le basilic posséde une teneur élevée en estragon, un composé qui devient
cancérigene quand il est consommé en trop grande quantité. Il faut limiter la prise d’huile
essentielle a 4 gouttes

-
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Chapitre IV : Matériel et Méthodes

L'ensemble de ce travail a été réalisé aux laboratoires de chimie, biochimie et
microbiologie de I’Université Djilali Bou-Naama de Khemis- Miliana pendant une durée de

04 mois (février-mai 2016).

Partie I : Préparation et analyses physico-chimiques des extraits d’O. basilicum

I. Matériel

I.1. Matériel biologique

» Matiére végétale
Les échantillons d'O. basilicum (figure 08) ont été récolté durant la période allant du

mois de Février jusqu'au mois de Mai 2016 dans la région de Ain-Defla.

Figure 08 : Le basilic :a. parties aériennes,b. feuilles fraiches, c. feuilles séches.

I.2. Matériel non biologique

Hydrodistillateur type Clevenger (Thermo scientific)
Réfractomeétre

Etuve + Autoclave (Mammert)

Plaque chauffante(AREC)

Balance de précision (KERN®)

Bain marie (Mammert)

VvV V V V V V VY

Papier de pH
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I.3. Produits et réactifs chimiques

» Sulfate de sodium anhydre (Na;SOj4)

» Hydroxyde de sodium (KOH) 0.5mol/l ; 0.1mol/l
» Acide chlorhydrique (HCI) 0.5mol/l

» Phénolphtaléine

II. Méthodes

I1.1. Séchage de la plante

La plante, fraichement récoltée, est lavée et laissée sécher a I’ombre dans un endroit
sec et aéré. Devenu seche, les feuilles sont récupérées dans des sacs propres. Notant qu’avant

le lavage, une certaine quantité de la plante est récupérée pour la mesure du taux d’humidité.
I1.2. Détermination de la matiére séche et du taux d’humidité

La maticre seéche est déterminée selon la norme NF B 51004 (Bois, 2004) a partir
d’une masse de matiére végétale (E) introduite dans creuset taré, puis séchée dans une étuve a
105°C jusqu’a poids constant. Apres refroidissement, le creuset est pesé. Le taux de M.S est

calculé selon 1’équation suivante :

M.S (%) =S /E. 100

M.S : matiere seche en %
S : masse de creuset taré apres séchage
E : masse de la matiére végétale

A partir du pourcentage de la matiere seche on peut calculer le taux d’humidité en (%.)

H (%) =100 % — M.S (%)

H : taux d’humidité en %

M.S: Matiére seche en %

-
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I1.3.Extraction des HE

> Principe

Les huiles essentielles de la plante étudiée a été extraite par hydrodistillation grace
a un appareil du type Clevenger (1928) (Figure09).«Cette méthode consiste a immerger
directement le matériel végétal a traiter dans ’eau distillée qui est portée a 1’ébullition. Les
principes volatiles sont alors entrainés par la vapeur d’eau et aprés condensation du distillat,

sont séparés par décantation. » (Bruneton, 1987).

Figure 09: Montage expérimental de I’hydrodistillation.

» Mode opératoire

Dixgrammes10g de la matiere végétale est placée dans un ballon a vide de 11,
additionnées de 500ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a 1’ébullition, apres I’apparition
de la premiére goutte de distillat a la sortie du condensateur de la vapeur ; I’huile essentielle

est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en passant par un

E
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réfrigérant, qu’est fixé par un support vertical qui facilite 1'écoulement du distillat. Le temps
de cette extraction est d’environ deux heures.

Le distillat est laissé au repos quelques minutes, ce qui résulte l'apparition de
deux phases, I'une est organique (huile essentielle) chargée d’especes volatiles contenues
dans la plante et I'autre est aqueuse (ou 1’hydrolat) ayant une densité plus élevée. Le volume
de 1'huile essentielle obtenue est récupéré dans une eppeindorf. La masse d’HE est noté pour

le calcul du rendement.
I1.3.3. Conservation de I’huile essentielle obtenue

La conservation de I’huile essentielle exige certaines précautions indispensables
(Burt, 2004). C'est pour cela nous avons déshydraté I’huile essentielle par le sulfate de
sodium (Na2SOs)(Bajpai et Kang, 2010) et la conservée a une température voisine de 4°C,
dans des eppeindorfs en plastique bien fermées et étiquetées , recouvertes par papier

aluminium pour la préserver de l'air et de la lumicre.

I1.4. Rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (Rug), est défini
comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés extraction (Mnug) et la

masse de la matiere végétale utilisée (Ms). Il est donné par la formule suivante :

RuE (%) = Mue/Ms.100

Rug: rendement de 1’huile essentielle d’Ocimum basilicumen %
Mpuge: masse de I’huile essentielle obtenue en gramme
Ms: masse en gramme de la matiere végétale seéche

> Rendement moyen

Rue = (Rue1 + Ruag2 +Rues+...+Rj) /n

n: Le nombre des extractions

-
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IL.5.Caractérisation des huiles essentielles

I1.5.1.Caractérisation organoleptique

Chaque huile essentielle est caractérisée par ces caractéres organoleptiques tels

que : I’odeur, I’aspect physique et la couleur(Bentchicou, 1999; Hameurlaine, 2009).

e L’aspect physique : ’aspect d’une HE dépend des produits qui la constituent, elle
nous apparaitre sous forme liquide, solide ou bien semi solide.

e  Odeur : il appartient aux sens chimiques les plus sensibles.

e  Couleur : la coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la constituent,
donc la couleur change d’une huile essentielle a 1’autre ; elle peut étre déterminé a

I’ceil nu.
I1.5.2.Détermination des propriétés physico-chimiques

Aujourd'hui, les propriétés physico-chimiques des HE (densité, indice de réfraction, indice
d'acide, indice d'ester) sont exigées pour leur évaluation commerciale (EI Abed et

Kambouche, 2003).

I1.5.2.1. Propriétés physiques

*L’indice de réfraction (NFT 75 112, 1977)
L’indice de réfraction est le rapport de la vitesse d’un rayon lumineux (la raie D du
sodium 589 nm) dans le vide et sa vitesse dans le milieu. Autrement dit, ¢’est la mesure de la

réfringence d’un corps donné par rapport a la raie D du sodium.
» Mode opératoire

Régler le réfractometre en mesurant 1’indice de réfraction de ’eau distillée qui doit
étre de 1,333 a 20°C. Ouvrir le prisme secondaire et déposer 2 ou 3 gouttes de I'échantillon
liquide sur la partie centrale du prisme principal. Fermer ensuite doucement le prisme
secondaire. L'échantillon s'étale entre le prisme principal et le prisme secondaire en un film

mince. Attendre que la température soit stable a 20°C et effectuer la mesure.

L’indice de réfraction (IR), a la température de référence t, est donné par 1’équation

suivante :

-
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I 20= I+ 0,00045 (t - 20°C)

I20 : indice a 20°C.
It: indice a la température de chambre.

t : température de mesure.

*pH
Le pH exprimé par une valeur numérique, indique si une solution est acide ou basique,
il représente aussi la concentration en ions hydrogéne d’une solution aqueuse (Mélet et

Benchabane, 1997). Le pH est déterminé a 1’aide d’un papier pH.

I1.5.2.2. Les propriétés chimiques

*L'indice d'acide (NFT 75 103, 1982)

L’indice d’acide est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde

de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans 1 g de substance.
» Mode opératoire

Peser 2 g d’H.E. introduire la prise d’essai dans le ballon. Ajouter 5 ml d’éthanol a 95% et 2 a
3 gouttes de phénolphtaléine. Titrer le liquide avec la solution d’hydroxyde de potassium (0,1
M) jusqu’a obtention d’une couleur rose persistante pendant 30 secondes. Noter le volume de
solution d’hydroxyde de potassium utilisé. L’indice d’acide (I.A) est donné par 1’équation

suivante :

Ta=5.61 (v / m)

v : volume (ml) de la solution d'hydroxyde de potassium utilisé pour le titrage.

m: masse (g) de la prise d'essai.

-
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*L'indice d'ester (NFT 75 104, 1982)

L’indice d’ester (I.LE) est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d’hydroxyde de potassium nécessaire pour neutraliser les acides libres par 1’hydrolyse des

esters présents dans 1 g de substance.

» Mode opératoire
Dans un bicher, on introduit la solution provenant de la détermination de
l'indice d'acide et on ajoute 25 ml de la solution d'hydroxyde de potassium (0.5 mol/L). Puis
on couvre le bicher par du papier aluminium et on le place dans un bain marie pendant 1h.
On le laisse refroidir puis on ajoute 20ml d'eau et 5 gouttes de la solution de phénolphtaléine.

On titre l'exces d'hydroxyde de potassium avec la solution d'acide chlorhydrique (0.5 mol/L).

Le blanc composé de solution d’hydroxyde de potassium est incubé dans les mémes

conditions que celle de 1’échantillon. L’indice d’ester est donné par la relation suivante :

Ie=28.05/m. (Vo—-V1). Ia

Vo : volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour 1’essai a blanc ;
Vi1 : volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisée dans la détermination de I’IE.

m: masse (g) de la prise d'essai.

* L'indice de saponification

L'indice de saponification d’un lipide est déterminé par la masse de potasse en mg
nécessaire pour neutraliser les acides libres et aussi saponifier les acides gras estérifi¢ dans un
gramme de matiére grasse. Selon la norme de la pharmacopée européenne, (2001) I’indice

de saponification est donné par la relation suivante :

Is= Ig- Ia

.
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I1.6. Préparation de I’extrait aqueux

Une quantité¢ de 40g de poudre de la plante d'O. basilicum est portée a ébullition
pendant 5 min dans320ml d’eau distillée. Le décocté refroidis subis une double filtration sur
coton hydrophile puis sur papier filtre. Ce filtrat est ensuite séché a 50°C jusqu’a I’obtention
du poids constant. Puis stérilisé¢ a I’autoclave a 121°C /15 min. Une solution de concentration
égale a 500 mg/ml est préparée dans I’eau distillée stérile avec 1’extrait autoclavé de la plante.
Enfin, une gamme de concentration est préparée par la méthode de dilution de 2 en 2 (en série

de 1/2 a 1/32) donnant des concentrations de 250 a 15,6 mg/ ml.

Partiell : Etude des activités antioxydantes et antibactériennes de nos extraits.

I. Matériel
I.1. Matériel biologique
> Les extraits

Nous avons testés les activités antibactériennes et antioxydantes des extraits (HE et

Ext-aq) qu’on a préparés a partir des feuilles de notre plante.

» Les souches bactériennes utilisées

Les bactéries qui ont été testés pour décele I’activité antibactérienne des extraits d’O.

basilicum sont les suivants :

e Bactérie a GRAM (-) : Escherichia coli ATCC 25912 ; Klebsiella pneumoniae
ATCC700603 ; Acinetobacter baumanniATCC19606 ; Citrobacter freindii
ATCC8090 ; Salmonella typhimurium ATCCI13311 ; Enterobacter coloacae
ATCCI13047.

e  Bactérie a GRAM (+) : Staphylococcus aureus ATCC25923 ; Entérococcus foecalis
ATCC49452 ; Listeria monocytogenes ATCC15313 ; Bacillus cereus ATCC10876 ;
Bacillus subtilis ATCC21332.

Ces souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) ont

tous €té fournis par le laboratoire de recherche de 1’université Aboubakr Belkaid Tlemcen.

.
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I.2. Matériel non biologique

>

V V V V VYV V

Spectrophotométre (Thermo) ;

Vortex (VELP® Scientifica) ;

Microscope optique (Primo star) ;

Etuve + Autoclave(Mammert) ;

Bain marie(Mammert) ;

Hotte (Biobas) ;

Milieux de culture : Gélose Nutritive (GN) ; Bouillon Nutritive (BN); Gélose
Mueller Hinton (MH).

1.3. Produits et réactifs chimiques

>

vV V.V V V VYV V

Acide sulfurique (H2SO4) 0.6M ;

Phosphate de sodium (Na3PO4) 28mM ;

Molybdate d’ammonium (NH4)MoO4?) 4mM;

DPPH (2,2-di-phényl —picryl-hydrazyl);

Acide ascorbique ;

DMSO (di-méthyl-sulfoxyde) ;

Ethanol 95% ;

Les antibiotiques : Cefotaxamine 30 (CTX) ; Chloramphenicol 30(C3) ; Piniciline
20 (PI) ; Amoxacilline 25 (AMX).

II. Méthodes

I1.1. Activité antioxydante

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée

des antioxydants. Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante d’un

composé.

L'activité antioxydante des extraits d’O.basilicum traduit leur aptitude a piéger les

radicaux libres. Deux méthodes ont été utilisées pour I'évaluée.

v' Capacité antioxydante totale CAT.
v' Test du piégeage du radical libre DPPH.

.
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I1.1.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

» Principe

La capacité¢ antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode
de phosphomolybdéne de Prieto ef al., (1999). Cette technique est basée sur la réduction
de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoOs*au molybdéne Mo
(V) MoO?*" en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/Mo

(V) a pH acide.(Annexel).
» Mode opératoire

*  Un volume de 0.3 ml de chaque dilution des extraits (HE et extrait aqueux) (1/2 ; 1/4 ;
1/8 ; 1/16 ; 1/32 ; 1/64) (Figure 10) est mélangé avec 3 ml de solution du réactif (0.6
M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium).

» Les tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min.

= Apres refroidissement, I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le
blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif et 0.3 ml d’éthanol et il est incubé
dans les mémes conditions que 1’échantillon.

» La capacité¢ antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalents d’acide
ascorbique par gramme de la matiere seche (mg EAA/ g MS).

» Pour I’extrait aqueux la solution mere préparée par la dissolution de 2mg de ’extrait
aqueux dans 2 ml d’eau distillé puison prépare les mémes concentrations que celles

des HE.

‘ Iml
Solution 1 ml 1ml 1ml 1m
A (2 mg ' l ' l '
Vit C/ " * | _
HE/Ext-
aq+2 ml
d’éthanol) L L

Figurel0 : Préparation des échantillons des extraits d'O. basilicum et de vitamine C.

1

2 ml
éthanol

l

c
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I1.1.2. Test du piégeage du radical libre DPPH

» Principe

L’activité antiradicalaire a été évaluée en utilisant le DPPH, qui fut I’un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante (Brand et al,.
1995).

Le DPPH (2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl) est un radical libre stable possédant
un ¢lectron non apparié sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation empéche la
polymérisation du composé, qui reste sous forme monomere relativement stable a
température ambiante. Ainsi, cet état induit I’apparition d’une couleur violet foncée bien

caractéristique de la solution DPPH. (Figurell).

Cette couleur disparait en présence d’antioxydant lorsque le DPPH est réduit,
passant au jaune pale du groupe pécryl; et l'intensit¢ de la couleur est inversement
proportionnelle & la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons (Sanchez, 2002). Le suivi de la délocalisation est réalisé par spectrophotométrie

a 517nm (Gulcin et al., 2003 ; Molyneux, 2004 ; Roginsky et Lissi 2005).(Annex2).

+ Antioxyvdant-OH + Annoxvdant-0OF

. |

b "H

DFPH i violet) DPFPHH {jauane)

Figure 11 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (Congo, 2012).

» Mode opératoire

Le pouvoir antiradicalaire a été testé en employant la méthode dicté par Brand et al.,
(1995). La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2,4mg de DPPH dans

100ml d’éthanol (elle ne se conserve pas plus de 4-5jours a -5C° et a I’obscurité).

-
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Différentes concentrations des extraits du basilic ont ét¢é mélangées avec 2ml de la
solution d’éthanol de DPPHe dans des tubes a essais. Aprés 30min d'incubation a une
température ambiante et a 1’obscurité, l'absorbance a été mesurée a S517nmal’aide de

spectrophotométrie UV-visible. Le controle négatif est composé d’éthanol.

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ;
I’absorbance de I’acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que celle de

I’extrait (Bougandoura, 2013).

o Pour I'H.E les concentrations utilisées sont : 2,5 -7,5 -15 -30pg/ml
o Pour I'Ext-aq les concentrations utilisés sont: 7,5 -15 -45 -50 -60 -75 -100 pg/ml
o Pour les échantillons de contrdle positif «vitamine C» on prépare les

mémesconcentrations que celles des extraits (méme procéd¢).

La capacité de I’antioxydant a piéger le radical libre est estimée en pourcentage de
décoloration du DPPH en solution dans I'éthanol. Les résultats sont exprimés en tant
qu'activité anti-radicalaire ou l'inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant

la formule suivante (Meddour, 2013) :

I % = [1 - (Abs Echantillon - Abs Contrdle négatif)] x 100

I %: Pourcentage de l'activité anti-radicalaire (AAR%).
Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon.

Abs Controéle négatif : Absorbance du controle négatif.

Le parametre ICso (concentration équivalente a 50% de DPPH perdu) est défini comme
étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité du DPPH (couleur),

elle a été calculée par régression linéaire a partir des graphes des taux d’inhibition.

-
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I1.2.Méthode d'étude de ’activité antibactérienne des extraits d’O. basilicum

I1.2.1. Caractérisation microscopique des souches étudiées

Apres une culture de 24h a 37 °C sur milieu sélectif la pureté des souches est vérifiée

par examen microscopique apres coloration de Gram (Annexe 3).

I1.2.2. Préparation des suspensions bactériennes

11.2.2.1. Préparations des prés cultures

Des colonies bien isolées des cultures pures ont été repiquées dans le bouillon nutritif

puis incubées a 37 °C pendant 72 h.

11.2.2.2. Préparations des cultures jeunes

A Partir du pré culture, des cultures jeunes de 24 h ont été préparées sur bouillon

nutritif puis incubées a 37 °C.

11.2.2.3. Ajustements de la concentration bactérienne

Aprés la préparation des dilutions décimales ,1ml de chacune des dilutions 1073, 107
sont ensemencés en masse dans la gélose nutritive .les boites sont ensuite incubées a 37°C
pendant 24h. Le dénombrement est effectué en utilisation un compteur de colonies (Oussou et

al., 2004). (Annexe4)

I1.2.3. Activité antibactérienne des extraits

Afin de tester 1’activité antibactérienne des extraits d’O. basilicum, nous avons fait

appel a 2 méthodes complémentaires :

e  Me¢éthode de l'aromatogramme.

e  M¢éthode de contact direct par dilution en milieu solide (détermination des CMI).

.
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11.2.3.1.Méthode de I'aromatogramme

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des extraits a été réalisée par la méthode

décrite par (Vincent, 1991; Kavbouche et al., 2005; Ormeno et al., 2005).
» Principe

Le principe de I’aromatogramme est inspiré¢ de 1’antibiogramme, il consiste a tester la
sensibilité des souches bactériennes par la diffusion de I’extrait sur le milieu solide dans une
boite de Pétri. L’apparition et I'importance du diameétre de la zone d’inhibition refléte
I’impact des HE / I’extrait aqueux sur les souches bactériennes. Ainsi, ces dernicres seront

qualifiées de sensibles ou trés sensibles, ou résistantes (Quibrahim, 2015). (Figure 12)

Disque mmprégné Croissance
d’HE microbienne

-

Zone d’ inhibition

Figure 12 : Aromatogramme.

» Application

Cette méthode de est préconisée par (carson ef al., 1995 et cavallo et al., 2006 )

e La gélose M-H, préalablement fondue au bain marie bouillant, a été coulée en boite de
pétri a une épaisseur de 4mm.

e Les boite de M-H refroidies sont inoculées (par inondation) de 1ml d’inoculum (10®
UFC /ml) de fagon a recourir toute la surface gélosée.

e Des disques stériles de 6mm de diametre sont imbibes d’une quantité suffisante (10ul)
de chaque extrait.

e (es disques impregnes sont alors déposés sur la gélose et les extraits diffusent

radialement des disques dans la gélose en formant un gradient de concentration.

-
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e Les boites sont fermées et incubées a température ambiante pendant 20 min, ensuite

dans une étuve a 37 °C /24 h.

> Lecture des résultats

La lecture des résultats se fait par la mesure des diameétres d'inhibition qui sont
représentés par une auréole claire formée autour de chaque disque. Les résultats sont exprimés
selon les niveaux d'activité :

e Résistant (D < 8)
e Sensible (8 >D >14)
e Tres sensible (15 >D >19)

e Extrémement sensible (D >20)

Les bactéries montrant une sensibilité aux extraits sont sélectionnées pour déterminer
la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Derwich et al., 2010).

Plus la zone d’inhibition mesurée est grande, plus le germe est sensible.
Le pourcentage d'inhibition de la croissance bactérienne est calculé par la formule suivante

(Fellah et Mouaici, 2015):

% Inhibition = (Dtest / Dcontrot) X 100

Dtest: diamétre de la zone d'inhibition.
Dcontro1: diametre de la boite de pétri 90mm.
NB
v Deux boites sont utilisées pour chaque souche.
v" La boite de controle, réalisée pour chaque expérience, est une boite ensemencée dont

le disque déposé au centre de la gélose n’est pas imbibé d’extrait végétale.

I1.2.3.2.Test de sensibilité aux antibiotiques

L’étude de I’antibiogramme s’est limitée a tester les antibiotiques les plus utilisés en

antibiothérapie tels que : Cefotaxamine, Chloramphenicol, Piniciline et I’ Amoxacilline.

-
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Ce test a été réalisé pour étudier 1’antibiogramme standard des germes et le comparer
avec ’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d’un
milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier. La
sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole qu’avec les

disques de papiers imprégnés d’extrait.

11.2.3.3.Méthode de dilution en gélose (détermination des CMI)

Dans certaines situations, la réponse qualitative ne suffit pas : la détermination précise
de la CMI est demandée pour mieux préciser le niveau de l'activité des molécules (CMI et

CMB).

» Principe

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour laquelle,
aucune croissance visible a I’ceil nu n’est observée (Skandamis et Nycha ; 2001).

Cette méthode permet la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
a partir d'une gamme de concentrations d’extrait dilué dans le DMSO. Ce choix a été fait,
parce que, le DMSO est le solvant préconis¢ par la majorité des auteurs, notamment,

Gachkaret al., (2006) qui ont prouvé que le DMSO n'a aucun pouvoir antibactérien puissant.

» Application

e [a gamme de concentration des extraits végétaux a ét¢ préparé dans tubes a essai par
la méthode de dilution de deux en deux (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, .....) (Ossou et al.,
2004), a partir d’une solution mere.

e Les boites de MH préalablement coulées, sont ensemencées par les suspensions
bactériennes a 1’aide d’un écouvillon. La surface des boites est séchée a l'aire libre un
moment de temps.

e Des disques de papier Buvard stérile de 6mm de diamétre sont imprégnés de 10 pl des
différentes concentrations (0.5, 0.25, 0.125, 0.06 ....0.0005 %), puis déposés a la
surface des géloses ensemencées avec les différentes souches bactériennes. Le DMSO
a été utilisé comme contrdle négatif.

e Les boites de Pétri ont été incubées a I’étuve a 37°C pendant 24 h.

e Tous les essais sont réalisés deux fois.

-
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> Lecture des résultats

La CMI représente la plus faible concentration d’huile essentielle / 1’extrait aqueux
inhibant toute croissance visible a I'ceil nu aprés 24 heures d'incubation a 37°C (De
Billerbeck et al., 2002;Bassole et al.,2002). Par ailleurs, la CMB représente la plus faible
concentration d’huile essentielle inhibant toute croissance visible a 1'eeil nu aprés Sjours
d'incubation a 37°C (Mayachiew et Devahastin, 2008).

Le rapport CMB/CMI nous a permis de déterminer les pouvoirs bactéricide et
bactériostatique de 1’huile essentielle étudiée. Lorsque ce rapport est supérieur a 4,
I’huile essentielle (I’extrait aqueux) a un pouvoir bactériostatique, et bactéricide quand il

est inférieur ou égal a 4 (Canillac et Mourey, 2001) (Annexe 5).

Partie 111 : Bioconservation par ’HE d’O. basilicum.

I. Matériel
I.1. Matériel biologique

> L’huile essentielle d°O. basilicum ;

» Le poulet (viande blanche).

Afin de valider I’effet antibactérien de notre HE, nous avons utilisé la viande de poulet. Cette
derniere est trés vulnérable aux altérations microbiennes et elle est également beaucoup

consommer par la population algérienne.

1.2. Matériel non biologique

» Réfrigérateur (Hert)

» Etuve (Mammert)

» Balance (KERN®)

» Milieu de culture : Gélose d’Hektoen ; Bouillon nutritive

-
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L.3. Produits et réactifs chimiques

» Eau peptonée ;
» Eau physiologique.

II. Méthodes

I1.1. Test de controle de la qualité hygiénique

Dans le but de controler la qualit¢ microbiologique de la viande de poulet (Gallus
gallus domesticus), nous avons ensemencé 1ml de la solution meére (2g de la viande de poulet
introduite dans 18 ml d’eau peptonée 0.1%) sur gélose nutritif (GN) puis, les boites sont

incubées a 37°C pendant 24h.

I1.2.Effet inhibiteur de ’HE du basilic sur S. #yphimurium inoculée sur la viande

de poulet

La concentration en HE qui est nécessaire pour qu’elle exerce son pouvoir
antibactérien dans une matrice alimentaire doit étre supérieure a celle appliquée « in vitro ».
Burt (2004) a suggéré que les valeurs des CMI des HE obtenues « in vitro » doivent étre
affectées d’un coefficient correcteur allant de 2 al100, pour qu’elles aient le méme effet dans
une matrice alimentaire.

Le choix du coefficient correcteur a été établi aprés avoir procédé a des tests
préalables de dégustations avec les HE. Nous avons jugé utile de multiplier les valeurs des

CM]I, par un coefficient de 4.

I1.2.1.Protocole expérimental

La viande de poulet est achetée fraichement au marché local de Djendel. Elle est
nettoyé€e, rincée a I’eau distillé, laisser égouttée, conservée auréfrigérateur a (6°C), jusqu’au
moment de I’emploi. Des échantillons de viande fraiche (cuisse) sont préparés dans des boites
de Pétris en verre, puis ils ont été inoculés en surface a 1’aide d’un écouvillon avec une charge

de 10" UFC/g de S. typhimurium.

.
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Les différents échantillons sont répartis comme suite :

* 20 g de viande fraiche + S. typhimurium + HE d’O. basilicum de concentration (1 x CMI).
* 20 g de viande fraiche + S. typhimurium + HE d’O. basilicum de concentration (4 x CMI).

* 20 g de viande fraiche + S. typhimurium (Témoin).

L’¢échantillon témoin a été traité avec de I’eau distillée stérile, puis conservé a une

température de réfrigération de 6°C pendant 7 jours.
I1.2.2. Analyse microbiologique

Afin de déterminer I’effet des HE appliquées a la viande de poulet inoculée par la
bactérie test, des analyses microbiologiques sont effectué¢es pour suivre la cinétique de la

croissance bactérienne en présence et/ou en absence de I’HE.

Les dénombrements des bactéries sont réalisés a partir des prélévements de deux jours
(J1 5 J335 Js55 J7). Pour cela, 2g de viande de poulet fragmentée en petites morceaux, dont sont
prélevés de chaque échantillon, et introduits dans 18 ml d’eau peptonée stérile (0,1%). Des
dilutions (107!, 102, 107) décimales sont préparées a partir de la solution meére.
L’ensemencement de 1ml de la solution meére et ses dilutions est effectué dans des boites de

Pétris contenant environ 15 ml de gélose sélective (Hektoen).

Incubation a 37°C pendant 24 heures. La lecture est réalisée par comptage direct des
colonies caractéristiques pour I’espece. Le dénombrement est exprimé en Log UFC/g comme

étant moyenne de deux déterminations (Figure 13).

.
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Lavage-Ringage a I’eau distillée stérile
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Figure 13 : Schéma du test de I’activité antibactérienne de ’HE d’O. basilicum sur la viande

de poulet inoculée avec S.thyphimirium
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Chapitre V : Résultats et discussion

Partie I : Préparation et analyses physico-chimiques des extraits d’O. basilicum.

I. Taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les analyses de notre échantillon ont révélé un taux
d’humidité important compris entre 83% et 88%. Cela signifie que plus de la moitié du poids

de la plante fraiche est constituée par I’eau. (Figure 14).

Matiére
séche

[JEau

Figure 14 : Teneur en humidité et en matiere seche d’O. basilicum de la région de Ain Defla

La teneur en eau de la plante Lappia citriodora de la région de Miliana obtenue par
Fellah et Mouaici. (2015) est Iégerement faible par rapport a celle de notre plante, qui est de
I’ordre de 74.66%. Par contre le docteur Makhloufi. (2010) a apercu des taux d’humidités
plus faibles : 20.80% et 28.17% respectivement pour Matricaria pibescens et Rosmarinus

officinalis L. provenant de la région de Béchar.

Selon Hamoudi, (2012) la différence marquée entre les teneurs en eau pourrait étre
expliquée par la saison et la région de récolte, la plante d’O. basilicum comprend
approximativement des quantités équivalentes de matiere seche et d’eau au mois de juin, aussi
les plantes cultivées dans les régions tempérées comme le sud Algérien ont un taux

d’humidité plus faible par rapport aux plantes cultivées dans le nord.
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I1. Rendement en HE

L’HE a été extraite de la matiere végétale seche, le rendement en HE varie beaucoup
avec la plante utilisée, les pratiques culturales, I’origine de la plante, le matériel employ¢ et la

méthode d’extraction.

Du point de vue rentabilités en poids, O. basilicum présente un rendement satisfaisant
(1.2%) non seulement en comparaison avec les autres plantes de genre différents mais aussi
avec la méme espece de région différente. Ceux de Ourgla, Beskra et Ghardaia (Khamouli et
Grazza, 2007), de Khemis miliana (Hamoudi, 2012), d’El taref (Ouibrahim, 2015) ct
Ougadougou (Constantine et al, 2011), présentent des taux relativement faibles : 0.1%,

0.33%, 0.48%, 0.14%, 0.6% et 0.79% respectivement.

Au contraire, O. basilicum du Sénégal (Saliou et al., 2009) et de Ain defla (Brada et

al., 2011), ont présenté un taux supérieure au notre avec 1.26% et 1.96 respectivement.

Cette différence pourrait étre expliquée selon Kelen et Tepe. (2008). Par le choix de la
période de récolte car elle est primordiale en terme de rendement et qualité de I’HE. Le
climat, la zone géographique, 1’organe de la plante utilisé, la période de séchage, etc. Ce sont
des facteurs entre autres qui peuvent avoir un impact direct sur les rendements en HE

(Vekiari et al., 2002).

III. Caractérisation des huiles essentielles

IT1.1. Caractéristiques organoleptique

Les caractéristiques organoleptiques de notre I’huile essentielle (Figure 15) sont

présentées dans le tableau suivant :

Tableau 07 : Caractéristiques organoleptiques de notre huile essentielle.

L’odeur La couleur L’aspect physique

Aromatique, caractéristique de la ) o )
Jaune claire Liquide huileuse
matiére végétale

.
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Aspect physique, la couleur et I’odeur de notre HE sont en accord avec ceux rapportées

par Hamoudi. (2012).

Figure 15 : I’'HE d’O. basilicum
I11.2. Caractéristiques physico-chimiques

Les propriétés physico-chimique tels que : I’indice de réfraction, PH, ’indice d’acide,
I’indice d’ester,.... etc, constituent un moyen de vérification et de contrdle de la qualité de
I’huile essentielle (Afssaps, 2008). Les caractéristiques physico-chimiques des huiles
essentielles analysées ont été déterminées selon les normes de ’association frangaise de
normalisation (AFNOR). Les moyennes des paramétres étudiés sont représentées dans le

tableau 08.

Tableau 08 : Caractéristiques physico-chimiques de I’HE d’Ocimum basilicum.

Caractéristiques physico-chimiques

pH Ia Is Ie Ir
Nos résultats 5 7.01 16.83 9.81 1.6536
Hamoudi. (2012) 3.812 4.48 20.45 15.97 1.524
Norme AFNOR - - - - 1.51a1.52

Nos résultats ont été mis en parallele avec ceux données par Hamoudi. (2012).Les
parameétres physico-chimiques différents suivant 1’origine de 1’huile essentielle. Ainsi, une

huile de France n’aura pas les méme valeurs de paramétres qu'une huile d’Algérie, de la
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Tunisie, de Madagascar, ....Tous ces paramétres sont influencées par les conditions
édaphiques, climatique ainsi que les conditions de cultures des plantes ; il est logique que
leurs valeurs différent d’un endroit a I’autre du globe. (Rajeswara et al., 1993 ; Kulkarni et

al., 1996 ; Juliani et al., 2006)

e Le pH obtenu indique que notre HE est 1égérement acide.

e L’indice de réfraction (Ir) est une grandeur qui nous permet d’identifier I'HE, aussi
de controler sa pureté, en effet un indice de réfraction variant essentiellement avec la
teneur en monoterpeénes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes
donnera un indice élevé (Boukhatem et al., 2010).

e Pour les constantes chimiques, l'indice d'acide (Ia) donne une idée sur le taux
d'acides gras libres, ce parameétre peut nous aider a savoir la qualité de notre produit.
L’Ia de I'HE d’O. basilicum est de 7.01, un produit avec un indice d’acidité faible est
un produit de bonne qualité. En effet, une huile fraiche ne contient que trés peu
d’acides libres. C’est pendant la période de stockage que I’huile peut subir des
dégradations telle I’hydrolyse des esters. Lazouni ef al., (2007).

e Plus la valeur de I’indice de saponification de I’HE est ¢levée 16.83 plus le poids
moléculaire est faible.

e La valeur de I’indice d’ester (Ig) de notre HE (9.81) est faible comparativement a

celle enregistrée par Hamoudi, (2012).

Partie 11 : Etude de ’activité antioxydante et antibactérienne de nos extraits.

I. Activité antioxydante

L’activité antioxydante de nos extraits a €té évaluée par deux méthodes : la capacité

antioxydante totale (CAT), et le test du piégeage du radical libre DPPH.
I.1. La Capacité antioxydante totale (CAT)

Les résultats de la figure 16 indiquent les valeurs de la capacité antioxydante totale
des extraits étudiés, ces résultats sont exprimés en milligramme €quivalent d’acide ascorbique

par gramme de matiére seche.

.
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Figure 16: La capacité antioxydante totale des extraits d’O. basilicum

D’aprés la figure 16, on constate que les deux extraits (HE et Ext-aq) de notre plante
présentent une forte capacité antioxydante totale avec 965 mg EAA/g MS pour I’huile
essentielle et 58 mg EAA/g MS pour I’extrait aqueux.

D'aprés les recherches de Jayasinghe, Gotoh, Aoki et al, (2003) le principal

antioxydant retrouvé dans les feuilles de basilic est 1’acide rosmarinique.

L’activité anti-oxydante de 1’acide rosmarinique est due a la présence de quatre
groupes hydroxyles dans sa molécule (Caniova et al., 2001). Ce dernier est présent dans les
espéces de la famille des Lamiacea (Ribeiro et al, 2001); (Yanishkieva et Marinova;
1995); (Petersen et Simmounds;2003); (Scarpati et Oriente; 1958); (Zgorka et Glowniak;
2001); (Carnat et al., 1998); (Lamaison et al., 1990); (Lamaison et al., 1991)

Zgorka et Glowniak, (2001) ont rapportées que les variations du contenu en acide
rosmarinique provenant de 10 plantes de la famille des Lamiacea, permettent de classer 1’O.

basilicum comme la deuxiéme plante la plus riche en acide rosmarinique. (Annexe6)

Quelques travaux ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que
les antioxydants synthétiques (Hussain ef al,. 2010). Les effets antioxydants des huiles
essentielles et des extraits des plantes sont dus principalement a la présence des groupes

d’hydroxyle dans leur structure chimique (Hussain, 2009).

I.2. Test du piégeage du radical libre DPPH

Le piégeage des radicaux DPPH est une méthode couramment utilisée pour évaluer la

capacité des extraits des plantes a piéger les radicaux libres générés a partir du réactif DPPH.

-
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Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé,
les résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme 1’acide
ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluéne) ou le
Trolox® (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique), dont la structure

moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E (Molyneux, 2004).

Nous avons opté pour tester deux extraits des feuilles d’O. basilicum. Les résultats

obtenus sont représentés dans les figures (17 et 18).

—a—vijtC
—e—HE

100

% inhibition

0 —
0 5 10 15 20 25 30

concentration pg/ml

Figure 17 : Résultat de l'activité antiradicalaire de I'huile essentielle d'Ocimum basilicum par

le test DPPH.

Les résultats du pouvoir antioxydant des extraits testés montrent que le pourcentage
d’inhibition de I’'HE d’O. basilicum est supérieur a 90% a une concentration de I’ordre de 30

png/ml et celui de I’Ext-aq est supérieur a 70% a une concentration de 100 pg/ml.

.
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Figure 18 : Résultat de I'activité antiradicalaire de I'extrait aqueux d'Ocimum basilicum par le

test DPPH

La capacité antioxydante de nos extraits a été déterminée a partir des ICso, c’est la
concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPHe. Plus la valeur d’ICsg est faible

plus I’activité de ’extrait est grande (Pokorny et al,. 2001)

Les résultats expérimentaux obtenus montrent que I’HE d’O. basilicum présente une
activité trés importante avec une ICso de 4.2 pg/ml. Cette valeur est inférieur a celle de 1’acide
ascorbique (ICso= 6.4 pg/ml). Nous avons constaté aussi que I’Ext-aq des feuilles d’O.
basilicum présente une activité remarquable vis-a-vis du piégeage du DPPHe avec une I1Cso de

62 pg/ml.

L’H.E d’Ocimum basilicum a fait I’objet de nombreux travaux dont les résultats sont
variables. Les travaux d’Ijaz Hussain et al,. (2008) sur I’'HE d’Ocimum basilicum en fonction
de différentes périodes de récolte dans 1’année, démontrent que les HE de la période d’hiver et
de printemps jouissent d’une plus grande activité antiradicalaire comparée a celle de
I’automne et de 1’été, présentant des valeurs respectives d’ICso de 4.8, 5.3, 6.0 et 6.7 ug/ml.
Cette variabilité est due aux impacts des facteurs environnementaux sur la composition

chimique des HE ainsi que sur leurs activités biologiques.
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Agbodan et al., (2014) montrent que /'Ocimum basilicum a linalol est 1’échantillon le

plus antioxydant avec une ICso de 266 ppm.

Une autre étude a montré une similitude des ICso entre I’HE de basilic et un agent
antioxydant de référence le BHT, soit ICso équivalente a 1,378g/1 et 0,908g/1 (Politeo et al.,
2007).

Ouibrahim, (2010) a enregistré une ICso de 2 mg/ml avec ’'HE d’O. basilicum de la
région d’El Kala, de méme Constantin ez al., (2011) a trouvé une activité antiradicalaire de

1.8 mg de I’HE du basilic a Ouagadougou.

II. Activité antibactérienne des extraits

II.1. Aromatogramme

L’activité antimicrobienne des extraits du basilic a été¢ testée par la méthode de
I’aromatogramme. Les diameétres d’inhibition ont été déterminés en exposant les souches aux
extraits purs (Annexe 6). Le potentiel antibactérien de I’'HE et de I’extrait aqueux d’O.
basilicum de la région de Ain Defla a été évalué sur 11 espéces bactériennes (dont six Gram
(-) et Cinque Gram (+)) provenant du labo de recherche de 1’Universit¢ Aboubakr Belkaid -

Tlemcen.

Les résultats exprimés dans les figures (19, 20 et 21) montrent que les espéces
bactériennes étudi€es présentent des degrés de sensibilité différents vis-a-vis des extraits

testés.

On remarque que 'HE d’O. basilicum est plus active que I’Ext-aq sur toutes les

especes testées.

.
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Figure 19 : Résultats de ’aromatogramme des extraits d’O. basilicum.

Bacillus cereus Entérococcus cloacae Bacillus subtilis

Salmonlla typhimirium

Klebsiella pneumoniae

Figure 20 : Résultats de I’aromatogramme de I’'HE d’O. basilicum.
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Bacillus cereus Klebsiella pneumoniae Bacillus subtilis

Figure 21: Résultats de I’aromatogramme de I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum.

> Huile essentielle

La plus grande surface d’inhibition est enregistrée avec Klebsiella pneumoniae (39
mm), suivi par Bacillus cereus (33 mm). Ces 2 especes sont donc les plus sensibles a I’'HE
d’O.basilicum. En revanche, Staphylococcus aureus, Entérococcus cloacae, Echerichia coli,

Salmonella typhimirium, et Acénitobacter baumanni sont 1égérement moins sensibles a cette

HE.

Une activité modérée est enregistrée avec les 4 autres especes Citrobacter freundii,
Entérobacter foecalis, Listéria monocytogenes, et Bacillus subtilis pour lesquelles les

diamétres des zones d’inhibition n’ont pas dépassé les 19 mm.

Nos résultats sont meilleurs que celle trouvés par Quibrahim. (2015) sur les mémes
especes ¢étudiées : Staphylococcus aureus (18,8 mm), Klebsiella pneumonia (16 mm),
Escherichia coli (11,8 mm), Entérobacter cloacae (13,6 mm), Citrobacter freundii (8,4 mm)

et Acénitobacter baumanni (11,7 mm).

L’HE d’0O. basilicum, contient une forte quantit¢ de [-linalol suivie de o-
Terpinéol acétate, et de 1,8 cinéole. Ces composants sont a 1’origine du pouvoir
inhibiteur de I’HE du basilic. Plusieurs recherches, ont estimé que la forte teneur en
linalol est le précurseur de 1’activité antibactérienne (Sartoratotto et al., 2004;

Koutsoudaki er al., 2005; Sokovic et al., 2006).

Selon Wang et ses collaborateurs (2012), [’impact des composés mineurs n’est pas
a négliger. Ils ont démontré que les HEs entiéres ont une activité antimicrobienne
supérieure 2 un mélange de composants majeures des mémes huiles essentielles, ce qui

suggere que les composants mineurs peuvent avoir un effet synergique

E



Résultats et discussion

Le degré de sensibilité des bactéries testées vis-a-vis d’une méme HE est supposé
varier selon le Gram. Chalestori et al,. (2015) ont mis en évidence la grande sensibilité des

bactéries Gram (-) par rapport aux bactéries Gram (+).

D’autres résultats sont confirmés par de nombreuses expériences (Inouye ef al.,, 2001,
Lopez et al, 2005, Bozin et al,2006 ; Bouzouita et al., 2008) ayant montré que les

bactéries Gram (-) sont plus résistantes aux HE que les bactéries Gram (+).

Ces affirmation n’ont cependant pas été confirmées d’autres travaux, la susceptibilité
des bactéries est en effet indépendante du Gram (Usman et al.,2013; Adeola et al.,2012 ;

Inouye et al., 2001). Nos résultats corroborent cette derniére affirmation.

» Extrait aqueux
Les résultats de cette étude (figure 21), ont montré que I’extrait aqueux d’O. basilicum
a un effet antibactérien faible par rapport a I’HE sur la totalité¢ des souches testées (diameétre

de la zone d’inhibition ne dépasse pas les 11 mm)

On peut expliquer ces résultats par la différence de composition entre les 2 extraits

(Verma et al., 1997)

Nos résultats sont trés loin de ceux indiqués par Makhloufi. (2010) qui a trouvé que
I’extrait aqueux de Matricaria pubescens exerce une forte activité sur les souches testées avec
un diametre de 31 mm pour Listéria monocytogénés et un diametre de 28 mm pour

Enterococcus foecalis.

e Comparaison avec les antibiotiques

La comparaison quantitative des résultats des extraits et des antibiotiques est difficile,
car la nature de D’activité et la composition des molécules ne sont pas comparable (Pibier,
2002). On peut tout de méme risquer a une comparaison globale de 1’activité des antibiotiques

avec celle des extraits de notre plante.

A partir des figures (22 et 23), nous pouvons constater que les effets des antibiotiques

et des extraits sont différents sur la plupart des souches étudiées.

-
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Figure 22 : Comparaison entre les résultats de I’aromatogramme et de I’antibiogramme sur

les bactéries Gram (-)

HE
m Ext-aq
45 1 m Cefotaxamine
40 B Chloramphenicol

35 - H Piniciline

B Amoxacilline

25 1
20 -

Diamétre d'inhibition @ (mm)

BC SA EF LM BS
Les souches bactériennes a Gram (+)

Figure 23 : Comparaison entre les résultats de 1’aromatogramme et de I’antibiogramme sur

les bactéries Gram (+)
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Nos extraits ont une activité supérieure a celle de la Cefotaxamine et Amoxacilline
avec la totalité des especes. Ils sont globalement meilleurs que la Piniciline a I’exception pour

la bactérie Citrobacter freundii.

Pour la Chloramphenicol, 1’activité¢ antibactérienne est trés adjacente a celle de notre

huile essentielle, avec une primauté notable concernant la souche Entérobacter foecalis

I1.2. Qualification de P’activité antibactérienne de ’HE

Les résultats présentés dans le tableau 09 montrent que I’huile essentielle d’Ocimum
basilicum a un effet bactéricide avec une augmentation de diameétre d’inhibition pour
certaines bactéries telles que Klebsiella pneumonia (40mm), Bacillus cereus (25mm),
Acénitobacter baumanni (22mm), Escherichia coli (22mm), Entérobacter cloacae (23mm),
Salmonella typhimirium (20mm), Citrobacter freunndi (19mm), Enterococcus foecalis
(18mm) et Listéria monocytogénése (14mm). Pour les autres espéces (Bacillus subtilic,
Staphylococcus aureus), ’HE d’O.basilicum exerce une activité bactériostatique qui diminue

en fonction de temps.

Tableau 09 : Qualification de ’activité antibactérienne de I’HE (apres 7 jours d’incubation).

Diamétre @ (mm)

Les souches bactériennes a tester L’effet des HE
apres 7 jours
Klebsiella pneumonia 40 Bactéricide
Escherichia coli 22 Bactéricide
Gram- Acénitobacter baumanni 22 Bactéricide
Citrobacter freundii 19 Bactéricide
Entérobacter cloacae 22 Bactéricide
Salmonella typhimirium 20 Bactéricide
Staphylococcus aureus - Bactériostatique
Bacillus cereus 25 Bactéricide
Gram+ Enterococcus foecalis 19 Bactéricide
Listéria monocytogénés 14 Bactéricide
Bacillus subtilis - Bactériostatique
(-) : Développement des colonies dans le halo translucide.

-
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I1.3. Détermination des CMI

Les résultats sur les tableaux 10 et 11 indiquent les valeurs des CMI des extraits

d’O.basilicum vis-a-vis des bactéries testées.

> Huile essentielle

Les analyses des résultats montrent que notre HE présente une activité antibactérienne
remarquable (figure 24). En effet, pour les 11 souches étudiées, la gamme des CMI varie de

0.03% a 0.0005%.

Ainsi, les 11 bactéries n’ont montré aucune croissance en présence de la solution mere

de I’HE. Cette concentration est donc inhibitrice pour I’ensemble des souches étudiées.

Tableau 10 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de ’'HE d’O. basilicum

n
5 S e
= g &) 3 ~ S
S R ) O R 1)
S 8|8 | §$ |8 3|3 |8 5|8 |38
e = S &
22 A
CMI P en en e en en en o~ en on on
P o o a o o o o o = =
(%) P S S e S S S S S S S
= S S S S S S S S S

Nos résultats sont déférents a ceux indiqués par Quibrahim, (2015) qui a trouvé que,
la souche qui s’est montrée la plus sensible a ’'HE d’O. basilicum est E. coli avec une CMI
de (0.12%), suivie d’E.  faecalis, Citrobacter Freundii, et Salmonella sp dont la croissance a

¢été inhibée a la concentration de (0,25%).

Par contre, Makhloufi, (2010) et par I’é¢tude de I'H.E de M. pubescens a démontré que
E.coli est la souche la plus sensible avec une CMI de (0.0005%) ; au méme temps il a constaté
la résistance de S.aureus, B. cereus et E.feacalis. D’autre part I’H.E de R. officinalis a montré
une activité contre la plupart des bactéries testées, et la concentration minimale inhibitrice

(CMI) est située entre (0.015% et 0.007%).

-
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Eschirichia coli

Enterococcus foecalis Acénitobacter baumanni

Figure 24 : Résultats des CMI de I'HE d’O. basilicum.
» Extrait aqueux

Les résultats de I’Ext-aq d’O. basilicum (Tableau 11 et Figure 25), ont montré que
cet extrait n’est actif que sur 3 espéces bactériennes a savoir : Bacillus subtilic (0.12%),

Bacillus cereus (0.12%) et Acénitobacter baumanni avec une concentration de (0.06%)

Tableau 11 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait aqueux d’O. basilicum

Les souches bactériennes CMI [%]
Bacillus subtilic 0.12 %
Acénitobacter baumanni 0.06 %
Bacillus cereus 0.12 %

E
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Bacillus cereus Acénitobacter freundii Bacillus subtilis

Figure 25 : Résultats des CMI de I’extrait aqueux d’O. basilicum.

Makhloufi. (2010) a constaté que les extraits aqueux des deux plantes « M. pubescens,
R. officinalis » réagies positivement sur la majorité des souches testées. E. faecallis est la
souche la plus sensible avec une CMI de 0,5 mg /ml ; alors que P.aeruginosa et S.aureus sont

les souches les plus résistantes avec une CMI de 2,33 mg/ml.
Partie 111 : Bioconservation par ’HE d’O. basilicum
I. Qualité hygiénique du poulet

Les chaines d'abattage de volailles ne disposent d'aucun moyen ni de barricres
efficaces capables de controler les salmonelles. Depuis l'origine de la production a travers
'ensemble de la filiére la microflore du poulailler est transférée a 1'abattoir puis aux ateliers de
découpe sur les parties externes des volailles mais aussi avec leur microflore digestive. La
contamination croisée se produit particuliérement pendant 1'échaudage, le plumage, la section

de la téte, I'éviscération et le refroidissement. (Fries., 2002)

La prévalence et la distribution de Salmonella dans la viande crue et les abats (foie,
gésier et cceur) de poulet provenant d’établissements de transformation de volailles et de
marchés montre que les gésiers sont les plus contaminés, a I’opposé de la peau qui est la

moins contaminée et le sérotype le plus commun est S.T. (Molla and Mesfin., 2003).

A partir des résultats obtenus, on remarque que la viande de poulet contient une flore

bactérienne de 10° UFC/g.

E
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D’apres Cécile et al., 1972 « la flore microbienne rencontrée sur la peau des volailles,
immédiatement apres leur abattage, est constituée d’especes trés diverses ; son hétérogénéité a
¢té montrée par de nombreux auteurs (Gunderson, Mac Faddenet Kyle, 1954; Walker et
Ayres, 1956 ; Barnes, 1960). Ultérieurement, au cours des opérations qui suivent 1’abattage,
les conditions d’environnement provoquent une sélection parmi les germes susceptibles de se

développer.
II. Activité antibactérienne de ’HE du basilic appliquée sur la viande de poulet

En raison de 'utilisation de I’HE d°O. basilicum en bioconservation alimentaire, cette
¢tude visait en premier lieu a déterminer D’efficacité antibactérienne «in vitro» de I'HE
obtenue a partir de I’espece végétale étudier et en deuxiéme lieu évaluer son application sur
un produit largement consommé en Algérie « la viande de poulet » pour tester son efficacité
antimicrobienne. En se basant sur les résultats obtenus «in vitro», nous avons pu suivre la
cinétique de développement de S. typhimurium inoculé dans la viande en présence de 1’huile

essentielle d’O. basilicum.

La Figures (26) montre les résultats de développement de S. typhimurium sur la
viande de poulet conservé a 6°C en présence de différentes concentrations en HE d’O.
basilicum. D’apres ces résultats, il ressort que I’effet antibactérien exercé est proportionnel a

la concentration de I’HE rajoutée sur le produit.

On remarque que le nombre de S. typhimurium sur la viande de poulet non
supplémenté (Témoin) avec I’HE reste a-peu-pres stable pendant les trois premiers jours, deux

jours plus tard (5™ jour) la charge atteint une valeur de 6 logio UFC/g.

Il ressort de ces résultats que lorsque I’HE est appliquée sur le produit a une
concentration égale CMIx1, elle exerce un effet antibactérien par rapport a échantillon non
traité (Témoin). Cet effet est évident des le 1° jour de stockage, en effet une réduction de 4

logio UFC/g de la charge bactérienne a €té enregistrée en dernier jour de stockage (7°"° jour).

II est évident d’apres nos résultats, qu’une application de 1’ordre de CMIx4 a permis

une réduction bactérienne plus accentuée par rapport a la premiere concentration. En effet des

réductions de 4 logio UFC/g et 6 logio UFC/g ont été enregistrées pendant le 5™ et le 7m°

jour de stockage.

.
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Figure 26 : Effet inhibiteur de I’'HE d’O. basilicum a différentes concentrations vis-a-vis de

S. typhimurium inoculée sur la viande de poulet pendant le stockage a 6°C.

11 ressort que lorsque ’'HE d’O. basilicum est appliquée sur la viande a une faible
concentration (CMIx1), I’effet observé est aussi meilleur. Toutefois, 1’activité bactéricide a

été prononcée lorsque I’HE est appliqué a une concentration supérieure (CMIx4).

11 faut souligner qu’une HE testée expérimentalement « in vitro » peut ne pas présenter
le méme effet dans un produit alimentaire. En général, selon Burt, (2004) pour obtenir un
effet antibactérien significatif dans une matrice alimentaire, il faut des concentrations élevées
de ’ordre de (5 — 20ul/g). En général, les HE posseédent des odeurs assez forte et puissante ce
qui peut étre un facteur limitant pour leurs applications dans des denrées alimentaires.
Cependant, selon Caillet et Lacroix, (2007) les effets organoleptiques indésirables peuvent

étre limités en sélectionnant soigneusement I’HE selon le type d’aliment considéré.

Qussalah et el (2007), ont rapport¢ que la différence dans les activités
antibactériennes des HE peut étre liée a la concentration, a la nature et le contenu, aux
groupements fonctionnels, a la configuration des composés et, leur interaction synergique

possible.
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La disponibilité¢ d’éléments nutritifs dans les aliments comme les graisses, proteines,
substances antioxydantes, le sel, et d’autres substances, ainsi que , le pH, la température, le
type de conditionnement, et les caractéristiques du microorganisme, sans nul doute peuvent
influancer sur I’activit¢ des HE. Ainsi, selon Holley et Patel. (2005), a pH bas,
I’hydrophobicité de certaines HE augmente ce qui leur permet de se dissoudre facilement dans

la phase lipidique de la membrane bactérienne.

Burt, (2004) a suggéré qu’une faible teneur en eau dans les aliments peut entraver
I’action des agents antimicrobiens envers les sites cibles dans la cellule bactérienne. Ainsi, un
niveau élevé d’eau et du sel faciliterait 1’action des HE. Le méme auteur a constaté aussi,
qu’une teneur élevée en graisses peut réduire sensiblement 1’action des HE dans les produits
carnés. Par formation d’une couche protectrice de graisses autour des bactéries ou bien la
fraction lipidique dans I’aliment peut absorber 1’agent antimicrobien en diminuant

concentration et son efficacité dans la phase aqueuse.

Des analyses identiques ont ét¢ menées par Firrouzi et al. (1998) sur le poulet, en

¢tudiant I’effet antibactérien des HE d’origan et de muscade contre L. monocytogénés.

Sharafati et leur collaborateur, et d’apres leurs résultats de recherche, ont déduit que

I’HE d’O. basilicum d’origine d’IRAN peuvent substitusé des conservateurs synthétiques.

D’apres I’étude d’Idir, (2010) les HE de la menthe poivrée et de la sarriette ont
inhibées la croissance d’E. coli inoculée sue la viande hachée des taux respectivement de

(68% et de 72.7%).

Selon Tassou ef al., (2000) des extraits phénoliques ont été appliqués a une
concentration de 0.4% sur une salade de thon inoculée avec une charge microbienne de 7
logio UFC/g (S.aureus, Pseudomonas fragi et S. enteridis). Les résultats ont pu montrer que
ces extraits exercent une activité sur ces microorganismes. D’autre part, plusieurs chercheurs
ont eu recours a des systémes combinés I’HE avec d’autres moyens de conservation. Djenane
et al., (2002) ont rapporté que les viandes traitées avec des antioxydants naturels, emballées
sous atmosphére modifiée (AM), ont montré une stabilité chimique et microbiologique durant
une longue période par rapport aux viandes non traitées. L utilisation par exemple de 1’acide
lactique combiné avec de I’HE a permis de diminuer la charge bactérienne de Brochothrix
thermosphacta et Pseudomonas spp au-dessous du seuil d’altération (< 7 logio UFC/cm?) et

augmente la durée de conservation des produits sans altérer leurs propriétés sensorielles.

.
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CONCLUSION

Les HE sont des substances aromatiques, d’une composition chimiques complexe, ce
qui leur confére des propriétés antibactériennes et antioxydantes trés intéressantes a mettre a

profit dans la préservation des produits alimentaires.

D’une part I’extraction de I’'HE d’O. basilicum originaire de la région de Ain Defla,
est effectuée par hydrodistillation. La détermination du rendement en huile essentielle a

montré une rentabilité égale a 1,2%.

Les analyses physico-chimiques réalisées sur I’HE montrent que les cinq paramétre

étudiés (pH, IR, IA, IS et IE) correspondent aux références de la littérature.

D’autre part, les travaux menés par notre étude ont permis de mettre en évidence les
activités antibactériennes et antioxydantes des extraits d’O. basilicum étudiés. Ainsi, I’HE
d’O. basilicum a exercé une importante activité antibactérienne a 1’encontre des bactéries
étudiées par rapport a I’extrait aqueux. Nous avons constaté que les souches les plus sensibles
a cette HE sont: Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus. En
revanche Listéria monocytogenes et E. coli ont manifesté une résistance a 1’égard de 1’extrait
aqueux. Pour I’activité antioxydante, nous avons remarqué que I’HE présente une forte

capacité antioxydante par rapport a 1’extrait aqueux.

Quant aux résultats des tests de la bioconservation de la viande de poulet, I’HE d’O.

basilicum s’est révélée tres intéressante par son pouvoir antibactérien.

D’apres ces résultats, nous pouvons conclure que I’HE d’O. basilicum semble étre

appropriée comme agent naturel dans la préservation des volailles.

De nouvelles perspectives peuvent étre envisagées par une étude plus poussée de
’activité antibactérienne, et antioxydante non seulement sur les extraits utilisées seules ou
leurs composants majoritaire, mais également en mélange, permettant ainsi une éventuelle

synergie.

Il serait intéressant de continuer ces travaux notamment sur d’autres bactéries

pathogénes, afin de confirmer I’efficacité ou non des extraits d’O. basilicum.
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L’utilisation des films d’emballage naturelles biodégradables et bioactifs apres
I’incorporation des extraits végétaux antimicrobiens et/ou antioxydants pour assurer
I’innocuité et augmenter significativement la durée de la conservation des aliments a la place
de certains conservateurs ou antioxydants de synthése pourrait étre envisagée dans le domaine

agroalimentaire.
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Glossaire

Glossaire

Antibactérien : Il qualifie toute ce qui sert a lutter contre les bactéries.

Antioxydant : Est une molécule qui diminue ou empéche I'oxydation d'autres substances
chimiques.

In vitro : Signifie un test en tube, ou, plus généralement, en dehors de l'organisme vivant ou
de cellule.

In vivo : Est une expression latine qualifiant des recherches ou des examens pratiqués sur un
Organisme vivant, par opposition a in vitro ou ex vivo.

Pathogéne : Un agent pathogeéne est tout facteur capable d'engendrer une 1ésion ou de cause
une maladie.

Anti-inflammatoire : Qui atténue les tuméfactions et les rougeurs provoquées par une
agressions chimique ou microbienne.

Antimicrobienne : Est une famille de substances qui tuent ou ralentissent la croissance des
microbes.

Astéracées : La famille des Astéracées (Composées) est la plus vaste famille de la division
des spermatophytes, avec plus de 900 genres et au moins 12 000 espéces répandues sur tout le
planet

Apiacées: constituant les plantes aromatiques médiévales est la famille des Apiacées
(Apiaceae), appelée anciennement Ombellifere (Umbelliferae). Elle comprend pres de 3000
especes réparties en 420 genres qui sont surtout présentes dans les régions tempérées du
monde. C'est une famille relativement homogene, caractérisée notamment par son
inflorescence typique, 'ombelle.

Flavonoides : sont des pigments donnant la coloration aux fleurs et dans certains cas aux
feuilles. Ces substances peuvent étre jaunes (origine du mot flavo), rouges, bleues ou
violettes. Les flavonoides représentent la plus grande famille des composés phénoliques. Les
phénols et acides phénols (composés phénoliques) contiennent des atomes qui forment des
cercles

L’acide rosmarinique : Son nom provient du nom de la plante a partir de laquelle il a été
1solé, le romarin (Rosmarinus Officinalis). L’acide rosmarinique est un ester de 1’acide

caféique et de I’acide 3,4-dihydroxyphenyllactique



Glossaire

Acide mévalonique : L’acide mévalonique est trés soluble dans I’eau et dans les solvants
organiques polaires. Il existe en équilibre avec la forme lactone, appelée mévalolactone,
formée par condensation interne de son alcool terminal avec sa fonction acide carboxylique.
C’est le précurseur dans la voie métabolique appelée la voie de ’HMG-CoA réductase, qui
produit les terpénes et les stéroides.

Molecules bioactives : Molécules qui possédent des propriétés biologiques ou des substances
biologiquement actives dans un but curatif ou préventif.

Altération alimentaire : C’est une modification que subit un corps par rapport a sa
constitution spécifique. L’aliment altéré a une incidence directe sur la santé du consommateur
et peut provoquer souvent des intoxications graves voire méme mortelles.

Auto-oxydation : La plupart des aliments contiennent des traces de métaux résultant de
I’emballage ou de stockage ou méme de la composition alimentaire. Des traces de métal dans
I’aliment avec des concentrations inférieures a 0,5ppm sont suffisantes pour catalyser
I’oxydation des lipides. Le métal le plus actif est celui qui est capable de subir une réaction de
transfert d’électron (Redox).

Isoprene : structure de base a cinq carbones (C5H8), communément appelée isopréne.

Biomasse végétale : Désigne la masse de matiére vivante végétale présente a un moment
donné dans un milieu donné.

Métabolites secondaires : ces métabolites secondaires exercent une action déterminante sur
’adaptation des plantes a leur environnement. Ils participent ainsi, de maniere tres efficace, a
la tolérance des végétaux a des stress variés (attaques de pathogenes, prédations d’insectes,
sécheresse, lumiere UV...). D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des
principes actifs que 1’on retrouve chez les plantes médicinales. La grande valeur thérapeutique
de certains de ces métabolites. Ils ont un rdéle défensif pour les plantes.

Les radicaux libres : sont des molécules chimiques instables produites en faible quantité par
I'organisme. Ils sont principalement synthétisés dans la cellule lors de réactions avec

I'oxygene.

Rancissement : Altération des aliments contenant des matiéres grasse, caractérisée par

I’apparition de gout et d’odeur désagréables et parfois par une modification de la couleur.

Polymérisation : désigne une réaction chimique, en fonction du temps et de la température,
conduisant la matrice ou la résine a se solidifier de maniere irréversible (valable uniquement
pour les thermodurcissables).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactone
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=M%C3%A9valolactone&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcool_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_carboxylique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Voie_m%C3%A9tabolique
https://fr.wikipedia.org/wiki/HMG-CoA_r%C3%A9ductase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Terp%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/St%C3%A9ro%C3%AFde

Annexes

Annexe 1 : Tests des capacités antioxydantes (CAT)

Figure01 : Test de la capacité antioxydante totale pour Vit C

Figure02 : Test de la capacité antioxydante totale pour I’ HE

Figure03 : Test de la capacité antioxydant totale pour I’extrait aqueux
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Annexe? : Tests des capacités antioxydantes (DPPH)

Figure04 : Test de DPPH pour I’extrait aqueux

Figure 05 : Test de DPPH pour ’acide ascorbique

Figure 06 : Test de DPPH pour I’huile essentielle
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Annexe 3 : Examen microscopique apreés coloration de Gram

Figure 07 : Examen microscopique apreés coloration de Gram
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Annexe 4 : Ajustement de la concentration bactérienne

Klebsiella pneumonia

Bacillus subtilis

Citrobacter freundii Enterococcus foecalis

Figure 08 : Examen macroscopique (Test de confirmation)
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Annexe 5 : CMI et CMB

Tableau 1 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) et Concentration minimale bactéricide

(CMB) de I'HE d’O. basilicum

Les souches bactériennes | CMI (%) | CMB (%) CMB / CMI Type de pouvoir

Klebsiella pneumonia 1/64 1/64 1 Bactéricide
Escherichia coli 1/256 1/256 1 Bactéricide
Acénitobacter baumanni 1/1024 1/1024 1 Bactéricide
Citrobacter freundii 1/32 1/2048 32 Bactériostatique
Entérobacter cloacae 1/128 1/256 2 Bactéricide
Staphylococcus aureus 1/256 1/2048 8 Bactériostatique
Bacillus cereus 1/256 1/256 1 Bactéricide
Salmonella typhimirium 1/128 1/64 0.5 Bactéricide
Enterococcus foecalis 1/256 1/256 1 Bactéricide
Listéria monocytogénés 1/256 1/256 1 Bactéricide

Bacillus subtilis 1/256 1/2048 8 Bactériostatique
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Annexe 6 : L’acide rosmarinique

La variation du contenu en acide rosmarinique provenant de 10 plantes de la famille des

Lamiacea :
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Figure 09 : Contenu en acide rosmarinique de diverses especes de la famille des Lamiaceae.
Sh — Sarriette (Satureja hortensis L.) ; Ob — Basilic (Ocimum basilicum L.) ; Mo — Mélisse
(Melissa officinalis L.) ; Ro — Romarin (Rosmarinus officinalis L.) ; 7v — Thym (Thymus
vulgaris L.) ; So — Sauge (Salvia officinalis L.); Om — Origan (Origanum majorana L.) ; Ho —
Hysope (Hyssopus officinalis L.); Mp — Menthe (Mentha piperita (L.) ; Hudson) ; Lo —
Lavande (Lavandula officinalis Chaix) (G. Zgorka et K. Glowniak,2001)
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Annexe 7 : L’échelle d'estimation de 1'activité antimicrobienne

D’aprés 1’échelle d'estimation de l'activité antimicrobienne donnée par Ponce et al. (2003) et
rapporté par Mutai et al. (2009) on a classé les souches étudié selon le diamétre d’inhibition
des HE.

Tableau 2 : Classification des souches a testées selon le diamétre d’inhibition d’HE du
basilic.

Classement

, . Classement selon Diameétre Diameétre

Souches bactériennes . selon Ponce
Mutai et al. (2009) (mm) et al. (2003) (mm)
K. pneumonia, B. Tres fortement
N D >30 R

cereus inhibées Extrémement D >20
E. clogcae; S. aureus; Fortement inhibées 21<D <29 sensibles
E. coli
A. baumanni; C.
jiraecly HGETEmE| 16<D <20 | Trés sensibles | 15< D <19
typhimirium; inhibées
E. foecalis
L. monocytogénése ; Légerement 11<D <16 Sensibles R <D <14
B. subtilis inhibées -~ -~

Annexe 8 : L’aromatogramme

Tableau 3 : Résultats de 1’aromatogramme des extraits d’Ocimum basilicum.

HE Ext-aq
Les souches bactériennes % 1 % I
G- Klebsiella pneumoniae (KPM) 43.33 6.67
Escherichia coli (EC) 24.44 -
Acénitobacter baumanni(Acénito) 22.22 8.89
Citrobacter freundii (CF) 18.89 6.67
Entérococcus cloacae (Entéro) 24.44 6.67
G+ | Bacillus cereus (BC) 36.67 8.89
Staphylococcus aureus (SA) 27.78 7.78
Salmonella typhimirium (STY) 22.22 7.78
Entérobacter foecalis (EF) 21.11 7.78
Listéria monocytogenes (LM) 13.33 -
Bacillus subtilis (BS) 13.33 12.22

@ : Diametre d’inhibition ; % | : Pourcentage d’inhibition; (-) : Absence de zone d’inhibition
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Annexe 9 : L’antibiogramme

Bacillus cereus

Salemonilla typhimurium Bacillus subtilis

CTX. Cefotaxamine 30ug, C3. Chloramphenicol 30ug, PI. Piniciline 20ug ;
AMX. Amoxacilline 25ug.

Figure 10 : Résultats de ’antibiogramme
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Annexe 10 : Resultats de CMI des extraits d’O. basilicum

Tableau 4 : Détermination des CMI de I’H.E d’O. basilicum sur les souches testées

Les concentrations des dilutions de I’huile essentielle

1/2 Ya 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 1/1024 | 1/2048

K. pneumonia - - - - - - - - - - +
E. coli - - = o - - - - + + +
A. baumanni - - - - - - - - + + +
C. freundii - = = = - + + n + + +
E. cloacae - - - - - - - - + + +
S. aureus - - = = - - - - + + +
B. cereus - - - - - - - - + + +
S. typhimirium - - = = o - - + + + +
E. foecalis - - - - - - - - + + +
L. monocytogénés - - = = = = - - o + +
B. subtilis - - - - - - - - + + +

(-) : Absence des colonies ; (+) : Présence des colonies

Tableau5 : Détermination des CMI de I’Extrait aqueux d’O. basilicum sur les souches testées

Les concentrations des dilutions de ’Extrait aqueux
12 | % |18 | 1/16 132 | 1/64 | 1/128 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/2048

K. pneumonia + + + + + + + + + + +
E. coli 4 s s s 1 + 1 + + + +
A. baumanni - - - + + + + + + + +
C. freundii - - + + + + + + + + +
E. cloacae - - + + + + + + + + +
S. aureus - + + + + + + + + + +
B. cereus - - - - + + + + + + +
S. typhimirium - - + + + + + + + + +
E. foecalis - + + + + + + + + + +
L. monocytogénés i S + + + + + + + + mn
B. subtilis - - - + + + + + + + +

(-) : Absence des colonies ; (+) : Présence des colonies



RESUME

Ce travail s’inscrit dans la perspective de la valorisation des extraits huileux et aqueux
des feuilles d’O. basilicum par I’étude de leurs activités antibactérienne et anti-oxydante et de

leurs impacts sur la conservation de la viande de poulet.

On a commencé notre travail par I’extraction et la caractérisation des extraits végétaux
(huile essentielle et extrait aqueux) d’Ocimum basilicum. Le rendement obtenu est intéressant

pour I’exploitation industrielle.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante in vitro ont montré que le
pouvoir réducteur de DPPH et la capacité antioxydante totale sont remarquables dans les deux

extraits avec une primauté notable de ’'HE (ICso avec une concentration de 4.2 pg/ml).

Les tests antibactériens des deux extraits biologiques ont été opérés sur onze souches
bactériennes suivant deux méthodes, les résultats montrent que 1’HE d’O. basilicum a
témoigné d’une forte action antibactérienne vis-a-vis des souches étudiées (la gamme des

CMI varie de 0.03% a 0.0005%).

Au terme de notre étude nous avons évalué I’activité antibactérienne de I’HE d’O.
basilicum sur une matrice alimentaire (la viande de poulet). Pour I’activité antibactérienne
contre S. typhimurium des valeurs de CMI x 1 et CMI x 4 ont été appliquées ainsi qu’un suivi
de la cinétique de la croissance bactérienne pendant 7 jours de conservation a 6 + 1°C. Les
résultats obtenus ont révélé que la CMI x4 de I’HE a fortement réduit la croissance de S.

typhimurium pendant les sept jours de stockage.

Mots clés : O. basilicum, extraction, HE, Extrait aqueux, activité antioxydante, activité

antibactérienne, bioconservation, poulet, S.typhimirium.



ABSTRACT

This work is in preparation for the recovery of oil and aqueous extracts of the leaves
of O. basilicum by studying their antibacterial and antioxidant activities and their impacts on

the conservation of chicken meat.

We started our work by the extraction and characterization of plant extracts (essential
oil and aqueous extract) of Ocimum basilicum. The yield obtained is interesting for industrial

exploitation.

The results of the evaluation of the antioxidant activity in vitro showed that the
reducing power of DPPH and total antioxidant capacity are remarkable in both extracts with

significant primacy of EO (ICso at a concentration of 4.2 mcg / ml).

Antibacterial tests of the two organic extracts were operated on eleven bacterial
strains using two methods, the results show that EO of O. basilicum has displayed a strong

antibacterial action for the strains tested (range of MICs ranging from 0.03% to 0.0005%).

At the end of our study, we evaluated the antibacterial activity of EO of O. basilicum
on a food matrix (chicken meat). For the antibacterial activity against S. typhimurium MIC
values x 1 and 4 x MIC have been applied as well as monitoring of the kinetics of bacterial
growth for 7 days of storage at 6 + 1 © C. The results obtained revealed that the MIC x4 of EO
S. typhimurium has sharply reduced growth during the seven days of storage

Keywords: O. basilicum, extraction, EO, Aqueous extract, antioxidant activity, antibacterial
activity, conservation, hen, S.typhimirium
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