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Résumé

Les conservateurs alimentaires synthétiques ont été limités dans plusieurs pays, en raison
de leurs effets indésirables sur la santé. En plus, de la tendance actuelle des consommateurs
a chercher une alimentation plus naturelle. Plusieurs travaux de recherche ont été
concentres sur les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques. Dans ce contexte,
nous avons essayé d’évaluer in vitro ’activité antibactérienne des huiles fruitées de Citrus
limon et Prunus armeniaca, les deux huiles testées présentent une activité antibactérienne
faible soit a pH4.0 au pH7.0 contre S. aureus et E. coli O157:H7, le nombre de cycle
inactivé est de l'ordre 3 a 4 cycles logio aprés 24h de traitement a une concentration 200
ppm.

A D’essor de cette étude, nous pouvons conclure que les huiles utilisés dans notre
expérience contiennent certains composés essentiels qui sont responsable d'activité
antibactérienne.

Mots clés: Huile essentielle; activité antibactérienne ; S. aureus ;E .coli O157: H7;Citrus

limon; Prunus armeniaca.



Abstract

The synthetic food conservatives are limited in several countries, because of their
undesirable effects on health. Moreover, the current trend of the consumers seeks a more
natural food increased during these last decades. Several research tasks have concentrated
on the essential oils extracted from the aromatic plants. The various results published have
indicated that they are endowed with several biological properties. In this context, we tried
to evaluate, antibacterial activities of essential oil Citrus Limon and Prunus Armeniaca
,both tested oils have a low antibacterial activity their pH4 to pH7;S.aureus. And
E.coliO157:H7, the inactivated cycle numberis3-4 log 10 cycles for24 hours in 200 ppm
concentrations

In the development of this study, we can conclude that the oils used in our experiment
are fruity oils contain some compounds of essential respensable the antibacterial activity.
Keywords: Essential Oil; antibacterial activity; S. aureus ; E. coliO157:H7; Citrus limon;

Prunus armeniaca.
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Introduction

Introduction

Pendant de nombreuses années, une variété des composés chimiques différente a
été utilisee comme un agent antimicrobien dans les aliments pour inhiber les micro-

organismes pathogénes.

Cependant, la généralisation d'utilisation des conservateurs chimiques a conduit a
un certain nombre des probléemes écologiques et medicaux, font qu'il est nécessaire
d'adopter des stratégies qui sont accessible, simple dans son application, et non toxique

pour les humains et les plantes (Shukla et al . ,2008).

Herbes ont été utilisées depuis l'antiquité pour leurs propriétés parfumée, saveur,
et un conservateur dans une variété de produits et applications a usages médicinaux et
cosmétiques (Bakkali et al . , 2008).

Cependant, de nos jours il ya un renouvellement d'intérét scientifique de
I'utilisation de ces antimicrobiens naturels pour la conservation des aliments. Cela est di
a la forte demande des consommateurs pour plus daliments naturels qui possedent
encore une longue durée de vie. Par ailleurs, il ya de nouvelles études concernant la
présence croissante de la nouvelle éclosion de maladies d'origine alimentaire causées

par des microorganismes pathogénes (Tajkarimi et al ., 2010).

Parmi antimicrobiens naturels sont les huiles essentielles (HE) extraits de
nombreuses plantes et de fruits, qui ont été signalés a posséder une large spectre
d'activité antibactérienne (Derwich et al.,2010a; Gulluce et al., 2007; Rota et
al .,2004) ainsi que antifongique (Gulluce et al, 2007;.. Dambolena et al;2010)
antiparasitaire (Bakkali et al; 2008;. Burt, 2004) et insecticide (Batish et al ., 2008;
Burt, 2004;.Kordali et al;2008) ainsi que d'autres activités biologiques (Viuda-
Martos . ,2011).

Ainsi, leur utilisation semble étre particulierement importante pour la santé
publique dans le developpement des pays. H.Es sont des mélanges de composés
organiques volatils habituellement obtenus a partir de piéces non ligneuses de la plante

grace a la vapeur ou hydro-distillation (Batish et al;2008; Burt, 2004).

A I'heure actuelle, environ 3000 HE sont connus, dont 300 sont commercialement

importantes, notamment pour l'industrie pharmaceutique, agronomique, alimentaire,
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sanitaire, cosmétique et industries de la parfumerie (Bakkali et al;2008). L'activité
antimicrobienne des HE dépend de leur composition chimique. Ils sont généralement
caractérises par deux ou trois grands composants a des concentrations tres élevées
(jusqu'a 80%) par rapport a l'autre composants présentent seulement en quantités
infimes (Bakkali et al; 2008;Burt, 2004).

Cependant, les H Es sont plus fortement antimicrobien par I'effet additif de leurs
principaux composants antimicrobiens (Lattaoui ., 2012).

Cette étude porte sur :

» Contribuer & la connaissance de deux huiles fruitées (Citrus limon, prunus
armeniaca) des plantes aromatique et médicinales
» Le développement de processus de conservation des aliments par ’action des

huiles fruités et pH de milieu de traitement

Ce présent travail consiste a faire des tests de sensibilité pour évaluer «in vitro»
I’activité antibactériennes des huiles fruités de Citrus limon et prunus armeniaca sur des

bactéries pathogene qui sont a I’origine d’intoxication alimentaire (S. aureus; E. coli).
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I.1.Les huiles essentielles
1.1.1.Bref historique

Les premiéres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent
de I’an 3000 avant J.C. (Baser et al ., 2010). Les huiles essentielles semblent donc avoir
Accompagné la civilisation humaine depuis ses premiéres geneses. Les égyptiens puis
les grecs et les romains ont employeé diverses matieres premieres végétales ainsi que les
produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles. Ces utilisations
concernaient différents domaines: parfumerie, médecine, coutumes paiennes,
alimentation, etc.

L’étape byzantine de la civilisation a permis |’instauration des bases de la
distillation et, avec I’ére arabe de la civilisation, I’huile essentielle devient un des
principaux produits de Commercialisation internationale. Ainsi, vers I’an mille,
Avicenne, médecin et scientifique Persan, a défini précisément le procédé
d’entrainement a la vapeur. L’Iran et la Syrie deviennent les principaux centres de
production de divers types d’extraits aromatiques.

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au
niveau des techniques d’obtention et de 1’analyse de leur composition chimique.
Parallelement, leur utilisation a aussi tiré profit de I’avénement de 1’aromathérapie.
René-Maurice GATTEFOSSE a créé, en 1928, le terme de I’aromathérapie et il a mené
de nombreux travaux concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ces

résultats seront a 1’origine de nombreuses autres recherches (Besombes, 2008).

1.1.2 Définition

La définition selon AFNOR et ISO : « I’huile essentielle est le produit obtenu a
partir d’une matiere premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit
par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe frais de certains agrumes, soit par
distillation. I’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés
physiques » (ISO, 1997; AFNOR, 2000).

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végetaux. Parmi
les1 500 000 especes végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », ¢’est-a-dire

qu’elles synthétisent et sécrétent des infimes quantités d’essence aromatique (Bruneton

b, 1999; Degryse et al; 2008).
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1.1.3. Extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour |’extraction des essences
végétales. En général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du
matériel vegétal a traiter (graines, feuilles, ramilles, etc.), de la nature des composes (les

flavonoides, les huiles essentielles, les tanins, etc.) (Hellal, 2011).

1.1.3.1.Pression a froid

Les huiles essentielles d’agrumes sont les seules a étre extraites par le procédé de
pression a froid (Lesley, 1996; Roux, 2008; Ferhat et al; 2010; Fillatre, 2011). Ce
procédé est basé sur la rupture des parois des sacs oléiferes. L’essence obtenue est
ensuite entrainée par un courant d’eau froide. une émulsion constituée d’eau et
d’essence se forme, 1’essence est alors isolée par décantation (Basil et al; 1998; Roux,
2008; Ferhat et al; 2010). diverses techniques manuelle ou mécanique, traitant le fruit
entier ou seulement les écorces sont utilisées (Ferhat et al; 2010). Le produit ainsi
obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux,
2008).

1.1.3.2. Hydro- distillation

L’hydro-distillation la technique la plus utilisée pour extraire les huiles

essentielles et aussi de fournir de meilleurs rendements (Bruneton, 1993 ; Ferhat et al;
2010). Le principe consiste a immerger directement la matiére végétale a traiter dans un
ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs se condenser sur une
surface froide et I’HE sera alors séparée par différence de densité (Bruneton, 1993 ;
Lucchesi, 2005 ; Baser et al.,2010 ; Ferhat et al; 2010). Cependant, 1’hydro
distillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant
engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005 ; Ferhat
et al; 2010).

réfrigérant
principal — -
‘ réfrigérant
colonne secondaire
de distillation
4‘7 cohobage
agitation — 1 |

\ LN
Y chauffe

ballon

Figure 1 : Montage d’hydro distillation
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1.1.3.3. Extraction par solvants organigue

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un
extracteur un Solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages
successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au

concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique (Lucchesi, 2005).

Les rendements sont généralement plus importants par rapport a la distillation.

(Lucchesi, 2005) Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra posséder une forte

solubilité de I’huile ( Jonhson, 1983).

Certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou I’oxygene, sa température
d’ébullition sera de Préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas
réagir chimiquement avec L’extrait (Bottin; 2006) Permis les solvants les plus utilisés
sont des carbures aliphatiques (pentane, hexane (Kartika; 2005; Véronique 2005) ou
des carbures aromatiques (benzéne). On opere le plus souvent a la température ordinaire
(Paris; Hurabille; 1981).

1.1.3.4.Extraction assistée par micro-onde

Le procédé consiste a irradier par micro-ondes de la matiére végétale broyée en
présence d'un solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol) pour
I'extraction de composés polaires ou bien en présence d'un solvant n'absorbant pas les
microondes (hexane) pour I'extraction de composés apolaires. L'ensemble est chauffé
sans jamais atteindre I'ébullition durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes
de refroidissement (Figure 2).

Refrigerant ,lﬂ)
Huile essentielle |
eau Y |}
N

agitateur \*
Matiere vegatale ’
4

reacteur

w four

thermometre

Figure 2 : Montage d’extraction assistée par micro-onde.

1.1.3.5.Autres technigues
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Les inconvénients des techniques précédentes ont attiré 1’attention de plusieurs
laboratoires de Recherche et ont permis la mise au point des nouvelles techniques
d’extraction des huiles Essentielles qui sont beaucoup plus écologiques (Ferhat et al;
2010). Parmi ces techniques, figurent, I’extraction par les fluides supercritiques ou
encore 1’eau a 1’¢état subcritique (Kaufmann et Christen, 2002; Piochon, 2008; Ferhat
et al; 2010; Dupuy, 2010), I’extraction par la détente instantanée contrélée, I'extraction
par le flash détente (Ferhat et al; 2010).

I.1.4.Principaux constituant des extraits bruts de plante

1.1.4.1 Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux
qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles (Rice-evans et packer, 1998).

Ce groupe de composeés est défini par une structure générale en C15, caractérisée
par un enchainement de deux noyaux aromatiques A et B liés une unité de trois
carbones (Walsh, 2003).

1.1.4.1 .1 Les poly phénols

Les composés phénoliques ou les poly-phénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements
phénoliques, avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 8000 structures
connues différentes (Bahorun, 1997), allant de molécules phénoliques simples de bas
poids moléculaire tels que, les acides phénoliques a des composés hautement
polymérisés comme les tannins. Ils font Partie intégrante de 1’alimentation humaine et

animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

1.1.4.1.2 Classification

Les poly-phénols sont répartit en plusieurs classes :

> Les flavonoides
> Les tanins
> Les stilbénes

» Les lignanes et les coumestanes
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» Autres phytoestrogéenes
» Les saponines (triterpenoides)
» Les phytostérols et les phytostanols

1.1.5. Composition chimique des huiles essentielles

1.1.5.1. terpénoides :

Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpenes les Plus volatils, c'est a dire,
ceux dont la masse moléculaire n'est pas élevée sont observés. Ils répondent dans la
plupart de cas a la formule générale (C5H8) n. Les Constituants des huiles essentielles
sont trés variés .on y trouve en plus de terpénes, des hydrocarbures, des esters, des
lactones, des aldéhydes, des alcools, des acides, des cétones, des phénols, des oxydes et

autres (Seenivasan, 2006).

1.1.5.2. Les mono terpénes:

;@

puléguone limonéne

Myrcéne

1-1 12 | B

Figure 3:Exemples de quelques mono terpenes

Les mono terpenes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité
est Rencontrée dans les huiles essentielles (90%).1ls peuvent étre acycliques
(Terpinene, cyméne) ou bi cycliques pinene camphéne, sabinene).lls constituent Parfois

plus de 90 % de I’huile essentielle (citrus, térébenthines) (Brutonne, 2008).

1.1.5.3. Sesquiterpénes:

Les Sesquiterpénes sont de structures trés diverses (C15) : les carbures, les alcools
et les cétones sont les plus fréquents (Bruneton ,2008).

I/I S =
R

Caryophyllene

CH,0H

O

valéranone
farnésol

14 15 L

Figure 4:Exemples de quelques sesquiterpénes
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1.1.5.4. Les composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins
Fréquents dans les huiles essentielles. Trés souvent, il sagit dallyle et de
Propénylphénol. Ces composes aromatiques constituent un ensemble important car Ils
sont généralement responsables des caractéres organoleptiques des H.E. (Kunle et
Okogum, 2003).

1.1.6. Domaines d’application des huiles essentielles

Les huiles essentielles commercialisées dans le monde sont destinées a quatre
grands secteurs Industriels : parfumerie cosmétique ; parfumerie technique (savons,
détergents) ; alimentation et médecine (medecine douce et pharmaceutique) (Grysole,
2005). L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le goft,
aromatiser et colorer les aliments (Pingot, 1998;Bruneton a, 1999 ; Grysole, 2005;
Aprotosoaie et al; 2010). Le secteur des boissons gazeuses s’avere un gros utilisateur

d’huiles essentielles (Grysole, 2005).

Les huiles essentielles possédent des profils de composition chimique différents.
Elles sont utilisées comme agents naturels de conservation des aliments. a cause de la
présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydants (Conner,
1993; Hammeret al; 1999).

1.1.7. Mécanismes d'action des huiles essentielles sur les bactéries

Les mécanismes d'action des H.E. et leur sélectivité envers certaines bactéries
restent jusqu'a présent mal élucidés (Hammer et al;1999; Dorman et al;2000;
Bagamboula et al;2004). Selon ces auteurs, cette sélectivité est le résultat de la
composition variée des fractions actives des huiles, qui présentent souvent des actions
synergiques. Il semble que le mécanisme d'action de ces huiles est lié essentiellement a
la structure de la paroi et a la perméabilité membranaire des bactéries a Gram+ et Gram-

Les travaux de Burt (2004), ont montré qu'une H.E. active exercera son pouvoir
antimicrobien par son interférence avec la bicouche lipidique de la cellule cible grace a
sa propriété hydrophobe, ce qui entraine une perturbation de la perméabilité et perte des
constituants de la cellule. En plus, cette réaction varie en fonction de la nature de la
bicouche lipidique, ce qui explique la résistance des bactéries Gram- (Mahmoud et al;
2004).
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Figure 5: Lieux et mécanismes d'action des composants des H. Es sur la cellule
bactérienne.

La dégradation de la paroi cellulaire (Helander et al;1998.; Thoroski et
al;1989); dommages a la membrane cytoplasmique (Knobloch et al;
1989.;0Oo0sterhaven et al;1995.;Sikkema et al;1994.; Ultee et al;2002.;Ultee et
al;2000)dommages aux protéines de la membrane (Juven et al;1994.; Ultee et
al;1999);les fuites du contenu des cellules (Cox et al;2000.; Gustafson et al;1998.;
Helander et al; 1998.;Lambert et al;2001.;Ultee et al;2001);coagulation du
cytoplasme (Gustafson et al;1998).

En outre, Dabbah et ses collaborateurs (1970) ont mis en évidence la grande
sensibilité des bactéries Gram+ par rapport aux Gram- et aux champignons. Dans la
méme démarche d'étude, Gordon et ses collaborateurs (1973) et Mahmoud et ses
collaborateurs (2004) ont suggéré que l'effet antimicrobien qu'exercent les H.E.
pourrait étre expliqué par la destruction de certains systemes enzymatiques incluant
ceux qui participent dans la production d'énergie cellulaire et la production des
composés structuraux. Mahmoud et ses Collaborateurs (2004), G et Boudabous
(2006) quant a eux, ont avancé I'hypothése d'inactivation et destruction du matériel
génétique et, enfin Caillet et ses collaborateurs (2007) ont signalé que les H.E.
empéchent la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthese de leurs

toxines.

Dans une autre étude qui a été réalisée par Freeman et Carel (2006), I'H.E.
d'arbre a thé (Leptospermumcitratum) a provoqué des fuites d'ions potassium (K+) au

niveau des membranes cellulaires d'E. coli et S. aureus. Cette fuite de K+ est la toute
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premiére preuve de I'existence de lésions irréversibles au niveau de la membrane de la
bactérie. Le thymol, le carvacrol, des composants actifs d'H.E., rendent perméable la
membrane des bactéries, un effet précurseur de leur mort. Les H.E. ont donc bien des

propriétés bactéricides.

D'aprés Caillet et ses Collaborateurs (2007), I'action antimicrobienne des H.E.

se déroule en trois phases:

- Attaque de la paroi bactérienne par I'H.E., provoguant une augmentation de la

perméabilité puis la perte des constituants cellulaire;

- acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production de I'énergie cellulaire

et la synthese des compos du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

Du fait de la variabilité quantitative et qualitative des composants des huiles
essentielles, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un
mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Souza et
al;2006b; Bajpai& Kang, 2010).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la

cellule bactérienne.

Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une
perturbation chémoosmotique et une fuite d’ions (K+) (Cox et al; 2000; Souza et al;
2006).

Des conclusions similaires sont obtenues par d’autres auteurs (Rhayour, 2002;
Chami, 2005).Certains composés phénoliques des huiles essentielles interférent avec
les protéines de la membrane des micro-organismes comme 1’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 1’ADP
(Pavel et al;2009).

Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la synthése de DNA, de RNA, des

protéines et des polysaccharides (Malecky, 2007).

11



Etude bibliographique

1.1.8. Résistance des bactéries Gram- a certaines huiles essentielles

Chez les bactéries a Gram+, le peptidoglycane est trés épais et associé a des
protéines pariétales exposées et a des structures poly osidiques (acides lipoteichoiques,
acides teichoiques...). Par contre chez les bactéries a Gram-, le peptidoglycane est tres
fin et associé a une enveloppe externe complexe définissant un espace péri plasmique.
Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe constituée
de phospholipides, de protéines (porines...) et lipopolysaccharides (LPS). L'espace péri
plasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour qu'ils
puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques

toxiques (antibiotiques, métaux lourds...); (Berche, 2003).

La résistance des bactéries a Gram- aux glycopeptides et aux macrolides est due a

I'incapacité de ces molécules de franchir la membrane externe (Berche, 2003).
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11.1. 1.Généralité sur le Citrus limon

Le citronnier est un petit arbre épineux a feuilles persistantes, atteignant 3 a 6 m
de hauteur, & cime étalée et peu dense, au feuillage vert claire. Le fruit est de forme
ovale, la peau fine est colorée en jaune a maturité du fruit ; La pulpe, de coloration
jaune ou verdatre, est généralement riche en acide citrique, ce qu’il lui donne sa saveur
acide (Blancke, 2001).

Comme tous les agrumes, le citron est un fruit trés juteux renfermant 90% d’eau,
fortement acide (pH inférieur a 3). L’acidité est due essentiellement a 1’acide citrique
accompagne de faibles quantités d’acides malique, caféique et férulique. Le fruit du a
une haute teneur en vitamine C et d’un large éventail de vitamines du groupe B avec des

quantités considérables de flavonoides (naringosides et héspéridosides) (Valnet, 2001).

I1. 1.2 .Classification botanique
Selon Padrini et Lucheroni (1996), la classification de Citron est la suivante:

= Régne : Plantae

» Embranchement : Spermaphytes
= Classe : Eudicotylédones

= Ordre : Sapindales

= Famille : Rutaceae

= Genre : Citrus

= Espéce : Citrus limon
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11.1.3. Généralités sur I'huile essentielle

Les HE sont des mélanges de divers produits d’une espéce végétale, ces mélanges
Passant avec une certaine proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un
courant de vapeur d’ecau. cette définition peut étre étendue aux HE obtenues par
expression a froid de I'écorce ou zeste des fruits de Citrus, a cause de I’intervention de
I’eau dans les procédes mécaniques pour entrainer le produit libéré des alvéoles
oléiferes (Bousbia, 2004).

L'huile essentielle peut contenir: les terpénes, les alcools, les cétones, les
Aldéhydes, les esters et les éthers. ces molécules peuvent agir en synergie, ce explique a
la fois leur efficacité, (Girard, 2010).

D’apres Mondello et al;(2005), les huiles essentielles d'agrumes sont des
mélanges comportant plus de 200 composés qui peuvent étre regroupés en fractions non
volatil (1-15%) et volatile (85-99 %).

L’essence de Citrus limon est composée de 92% a 93% de terpénes dont le d-
limoneéne est le plus abondant (Iserinet al;2001.; Ferhat et al;2010), de sesquiterpenes,
d’aldéhydes (dont le citral est le plus dominant) et d’esters (Iserinet al; 2001).

11.2.1. Généralité sur I'abricot

L’abricot est le fruit d’un arbre classé dans la famille des rosacées. Facile a
cultiver, cet arbre fruitier est de petite taille, d’une hauteur allant de 5 & 6 metres. a
écorce rougeatre, il s’agit d’un sous-genre des prunus, et son nom scientifique est le
prunus armeniaca. Ce nom «armeniaca» remonte a son origine géographique.

Surnommeée «prunier d’ Arménie»,

L’abricot, légérement acide de couleur jaune orangé. Riche en provitamine A,
I’abricot couvre presque la moitié des besoins journaliers en caroténe ; Ce précieux
antioxydant contribue a un effet protecteur contre le cancer et certaines maladies

chroniques.
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11.2.2.Classification botanique

= Regne : Plantae

= Sous-régne : Tracheobionta

= Classe : Magnoliopsida

= Sous-classe : Rosidae

= Ordre : Rosales

= Famille : Rosaceae

= Sous-famille : Amygdaloideae
= Genre : Prunus

= Nom binomial ;: Prunus armeniaca

= Nom commun : Abricotier

11.2.3.Généralités sur I'huile essentielle

L’abricot renferme également une huile essentielle contenue dans son noyau. De
couleur jaune, cette essence est connue pour constituer un véritable cocktail d’acides
gras essentiels. d’ailleurs, sa teneur en vitamines A et E lui attribue de réels bienfaits

hydratant, nourrissant et régenérant.
Composition chimique d’huile d’abricot

Acides gras essentiels polyinsaturés (AGPI) ou vitamine F : acide linoléique
(oméga 6) (22.00%).

Acides gras mono-insaturés (AGMI) : acide oléique (71.00%)

Acides gras saturés (AGS) : acide palmitique (5.2%).
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I11.1. L'espéce Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci @& Gram positif de forme sphérique de 0,5 a
1,5u de diametre (Couture, 1990; Fasquelle, 1974. Gram, 1884).

Ainsi, ils sont immobiles, non sporulés, ne possédant pas de capsule visible au
microscope optique sauf pour de tres rares souches (Minor et Veron, 1990).

Sur les cultures en milieu solide, ils se disposent en amas irréguliers polyédriques,
évoquant l'aspect caractéristique de "grappes de raisin” (Fasquelle, 1974.Fauchere and
Avril, 2002; Ferron, 1984).Alors qu'en milieu liquide, ils sont souvent isolés, en

diplocoques, en tétrades ou en tres courtes chainettes (Minor et Veron, 1990).

Les staphylocoques sont aérobies anaérobies facultatifs (quelques souches exigent
le CO2 pour croitre), et croissent bien sur les milieux usuels simples Certains facteurs de
croissance sont indispensables (Vitamine B1, acide nicotinique) La température

optimale de croissance est de 37°C et le pH optimal est de 7.5, mais de grandes

variations sont tolérées (Couture, 1990; Fasquelle, 1974; Minor et Veron, 1990).

En bouillon, la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogéne puis
un dépdt sont observés, il n'y a pas de production de pigment en milieu liquide (Minor
et Veron, 1990).

Le milieu de Chapman est particulierement utilisé, il ne laisse croitre au bout de
24 a 48 heures que les staphylocoques, germes halophiles qui tolérent des

concentrations élevées de Na Cl jusqu’a 7,5%.

Toutes les souches produisent une catalase mais pas d’oxydase. Ainsi, les souches
de S. aureus sont: indole -, acétone +, uréase + (Fasquelle, 1974; Minor et Veron,
1990).

Tableaul:Caractéres distinctifs de S. aureus

Espéce S. aureus Autres especes de
staphylocoques
Aspects des colonies Pigment doré Blanches
Acidification Pas d’acidification
Milieu de Chapman du mannitol (jaune) du manntto] (rouge) sauf
S. epidermidis
Staphylo-coagulase Positive Négative
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I11.2.L’espéce de Escherichia coli O157:H7

En 1885, I’allemand Theodor Escherich décrit pour la premiere fois la bactérie
Escherichia coli (Grimont, 1987 et Pohl, 1993); son nom actuel lui est donné en 1919

par (Castellani et Chalmers; Grimont, 1987).

L’Escherichia coli appartient a la famille des enterobacteriaceae, il s’agit de
batonnets a Gram négatif, mobile, aérobie (Fosse et Magras, 2004).L Escherichia coli

O157:H7 présente les caracteres figurant dans le tableau n° 2

Tableau n° 2: principaux caractére d’E.coliO157:H7 (Vernozy-Rozand et Montet, 2001).

Indole +
Pigment jaune =
Lysine décarboxylase +
B-xylosidase =
p-glucuronidase -
Sorbitol -
Malonate -
Adonitole -

Escherichia coli O157:H7 est le chef de file des Escherichia coli entéro-

hémorragiques.

I1 est responsable typiquement chez I’homme de colite hémorragique avec des
Iésions caractéristiques pouvant se compliquer de syndrome hémolytique urémique.lL
est une cause de plus en plus fréquente d’intoxication alimentaire (Vernozy-Rozand et

Montet, 2001).
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Les procédeés de traitement des aliments

V.1. Traitement thermique

Le traitement thermique est aujourd'hui la technique de décontamination la plus
communément utilisée en industrie agroalimentaire (Farkas, 2007). En termes de
sécurité alimentaire, il a pour objectif de détruire ou d’inhiber totalement, d’une part les

enzymes, et d’autre part les microorganismes et leurs toxines.
V.1.1.Pasteurisation

Est un traitement thermique modéré permettant la destruction des
microorganismes pathogénes et d’un grand nombre de microorganismes d'altération. La
température du traitement est généralement inférieure a 100°C et la durée, de quelques
secondes a quelques minutes. Ce traitement thermique doit étre suivi d'un brusque

refroidissement afin de ralentir le développement des germes encore présents.
V.1.2.Stérilisation

Est un traitement thermique qui a pour finalit¢ de détruire toute forme
microbienne vivante. Le traitement a ultra haute température (UHT) consiste a chauffer
le produit a une température, entre 135°C et 150°C, pendant del a 5 secondes. Le
produit stérilisé est ensuite refroidi puis conditionné aseptiquement. Ce procédé est
utilisé par exemple pour la stérilisation des produits liquides (lait, jus de fruits...)ou de

consistance plus €épaisse (desserts lactés, cremes, jus de tomate, soupes...).
V.2. Techniques non thermiques alternatives

V.2.1.Hautes Pressions Hydrostatiques (HPH) et Hautes Pressions a Dioxyde

de Carbone (HPDC)

Le procédé des hautes pressions consiste a soumettre un produit alimentaire
liquide ou solide, avec ou sans emballage, a des pressions comprises entre 100 et 800
MPa (Devlieghere et al; 2004), a température ambiante ou inférieure a 50°C. La durée
de traitement est généralement comprise entre 5 et 30 min. Contrairement aux
traitements utilisant la température, la pression est transmise instantanément et
uniformément a travers le produit, indépendamment de sa taille, forme et composition.
La pression etant la méme dans toutes les directions Cela permet de conserver la forme
d'origine du produit (Goodridge et al;2006).

21




Etude bibliographique

V.2.2.Champs électriques pulses (CEP)

Un générateur de haute tension est utilisé pour charger des condensateurs
(Gongora-Nieto et al; 2002) ou une ligne de transmission (Kolbet al; 2006). Un switch
haute tension permet de décharger rapidement 1’énergie stockée. Le signal ainsi généré
a une forme carrée avec des fronts de montée de ’ordre de la nanoseconde, une durée
de quelques dizaines de nanosecondes et une amplitude de plusieurs Kkilovolts.
L’aliment est placé entre deux électrodes. La distance entre électrodes vaut quelques
centaines de micrometres ce qui permet de générer des champs de plusieurs dizaines de
kV/cm. L'intensité du champ électrique appliqué est généralement comprise entre 2 et
87 kV/cm, mais les taux d'inactivation efficaces sont généralement obtenus avec des
champs d'intensité comprise entre 20 et 50 kV/cm (Heinz et al; 2001). Les temps de

traitement sont généralement exprimeés en micro ou millisecondes.
V.2.3.Irradiations

La décontamination par irradiation fait référence a trois types de phénomeénes
physiques: le rayonnement gamma, le rayonnement X et les faisceaux d’électron .Le
rayonnement y correspond a I’émission spontanée de photons par le noyau d’un isotope
radioactif. Sa longueur d’onde est en général inférieure a 10 pm. Les rayons X sont des
ondes électromagnétiques émises par les couches électroniques profondes des atomes.
Leur longueur d’onde est entre 0.011 et 10 nm .Les rayons X durs et gamma sont tres
pénétrants donc il est possible de traiter des produits ayant un volume important. Les

temps d’exposition sont de 1’ordre de I’heure (Satin, 2002).
V.2.4.UV continus

Le traitement UV continus est une méthode athermique, non chimique et
considérée comme non ionisante (Keklik et al; 2009). L’émission UV est produite dans
une lampe & vapeur de mercure. La lampe se compose d’une enceinte en quartz dans
laquelle réside un mélange d’argon et de mercure. Deux types de lampes sont
différenciés selon la pression dans I’enceinte. La pression est inférieure a 10 Torr pour
les lampes dites basse pression et elle est supérieure a 100 Torr pour les lampes dites

moyenne pression.
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V.2.5. Lumiére pulsée:

La lumiére pulsée se définit par flashes de lumiere produits par une lampe a arc au
xénon. Le spectre d’émission de la lampe couvre le domaine en longueurs d’ondes
s’étendant entre 200 et 1300nm .La durée des flashes varie entre la microseconde et la
milliseconde. L'énergie nécessaire a 1’allumage de 1’arc est accumulée dans un

condensateur puis déchargée dans la lampe.

V.3.Evénement d’intoxication alimentaire par Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O157:H7 Comme toute la famille des Escherichia coli, elle vit
naturellement dans les intestins des animaux, notamment chez les bovins. Elle est donc
inoffensive pour I'animal, mais elle devient trés dangereuse si elle entre en contact

direct avec la viande que nous consommons.

V.3.1.Etats-Unis

Chaque année, 20.000 personnes tombent gravement malades en raison de
I'E.coliO157:H7, et les experts estiment que l'agent infectieux tue environ 500

personnes par années.

V.3.2.Japon

Au Japon aussi, cette bactérie a tué. Depuis fin 96, 10 personnes sont mortes,
surtout des enfants et des personnes agées. Une trentaine d'autres sont dans un état
critique. C'est le poisson qui a principalement été incriminé. Il a vraisemblablement été
contaminé lors de son conditionnement par contact avec de la viande ou d'autres

aliments.

Enfin, il faut savoir que cette bactérie est terriblement résistante. Les produits
acides et les produits de conservation ne lui font rien. Le gel non plus, elle survit a des
températures tres basses quasi éternellement, et des qu'elle est a température ambiante,

elle prolifere joyeusement.

V.3.3.En Algérie
Au cours du premier semestre 2007, 1400 fermetures des établissements

alimentaires pour non-respect des conditions d’hygiene sur des produits alimentaires et
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mettant en danger la santé des consommateurs ont été enregistrées (Ministere du
Commerce: Alger). L'Algérie enregistre des cas d'intoxications alimentaires de plus en
plus fréquents et colteux. Prés de 6000 cas ont été enregistrés par exemple en 2008 a
I'échelle nationale et le risque est plus que jamais présent avec l'arrivée de la saison
estivale. 1l est utile de signaler que prés de 40% des cas d'intoxication sont dus a
I'ingestion de viandes et dérivés impropres a la consommation. Cette pathologie s'est
développée a grands pas en raison de la prolifération de la restauration collective, de la
libre circulation des denrées alimentaires et aussi du developpement de I'industrie
agroalimentaire celle-ci s'est aggravée a cause de I'absence et du non-suivi d'impératifs

d'hygiéne, rupture de la chaine de froid et de sécurité alimentaire.
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I. Matériels et Méthodes
I.1.Présentation de lieu de stage

Notre travail a été réalisé au niveau de laboratoire de microbiologie d’université de

khemis Miliana durant la période allant du 10 février au 18 mars 2015.
1.2 L’objectif de 1’étude
Cette étude porte sur :

» Contribuer a la connaissance de deux huiles fruites (Citrus limon, abricot) des plantes
aromatique et médicinales
» Le développement de processus de conservation des aliments par 1’action des huiles

fruités et pH de milieu de traitement.

1.3 Matériels

e Souches bactériennes

Deux souches bactériennes ont été utilisées dans notre travail.

Bactérie Gram-positif (G+): S. aureus (25922) et bactérie Gram-négatif (G-): E
.coli(25923)

Deux(2) de ces souches bactériennes ont été isolées cliniquement a laboratoire
d’analyses Dr zibouche de wilaya de Ain defla.

Les souches qui ont été recues dans des tubes a gélose nutritif inclinée, conservés a
une tempeérature de réfrigération (4°C).

e Criteres de sélection des souches
Le choix des souches est basé sur plusieurs parametres:

-les souches sont d’origine hospitaliére, responsables de toxi-infection alimentaires
(TIA) (S .aureus, E. coli);

-pour leurs fréquences élevées a contaminer les denrées alimentaires
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1.3.2 Matériel non biologique

Il s’agit des milieux de culture (TSA ;TSB) et des appareillages qui sont communs

a n’importe quel laboratoire de microbiologie.

Les huiles sont achetés d’herboriste au khemis Miliana dans des flacons et

conservées a des températures de réfrigération (4°C).

A I’abri de la lumiére et de I’oxygeéne au niveau de laboratoire de microbiologie

de I"université de khemis Miliana.
I.4.Méthodes
I.4.1Préparation tampon de Mcllvain
1.4.1.1.Définition

Tampon de Mcllvaine est une solution dont la composition est telle que son pH

varie peu ,soit par addition de petites quantités d’acide ou de base, soit par dilution.
Tampon de Mcllvaine que compose:
_di-sodium hydrogénophosphate (Na;HPOy,).
_ Acide citrique monohydrate (CgHgO>).

» Pour préparation d’un 1ml de Mcllvaine:

Tableau n 3:Composition de tampon Mcllvaine

pH 0.2M Na,HPO, 0.1M acide citrique
pH=4 38.55 ml 61.45 ml
pH=7 82.35 ml 17.65 ml

1.4.2 Préparation des suspensions bactériennes
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Les bactéries a tester (Escherichia coli; Staphylocoques aureus) sont ensemencées
dans des Tubes inclinées contenant le Gélose nutritif et incubées pendant 24 heures.

A partir d'une culture de 24 heures ; et a l'aide d'une anse de platine quelques
colonies bien isolées et parfaitement identique sont prélevées et miser dans 5ml de TSB
(pré-cultures), pré-cultures bactériennes bien homogeénéisés et incuber a37°C pendant

24 heures.

1.4.2.1.Repiquage

-Aprés 24 heures on observer un trouble dans le tube de TSB; donc il y une

croissance bactérienne.

-Prendre 100ul de TSB de pré-culture est repiqué dans un flacon de 50ml, puis

faire I'agitation a lI'aide d'un vortex, incuber a37°C pendant 24 heures.

1.4.2.2 Addition des huiles fruitées

-Aprés 24 heures on observer un trouble dans les flacons des TSB, faire

I'agitation des flacons qui contenant les suspensions bactériennes (E. coli; S. aureus).

-Prélever 1ml de chaque flacon et verser dans des eppendorfs, centrifugés a 3000

tours pendant 5 minutes a 4°C.

-éliminer les surnageant a l'aide d'une micropipette (la charge bactériennes

correspondant 10° UFC /ml).

-Ajouter 1 ml de tampon de Mcllvaine de PH4 et l'autre de pH7 (la charge

bactérienne correspondant 10’UFC/ml).

-Faire I'agitation a I'aide d'un vortex.

-Prendre deux séries des tubes a essai, chaque tube qui contenant 5ml de tampon

de Mcllvaine de pH4 et I’autre de pH7.
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-Ajouter ’huile de Citrus limon a concentration de (200ppm) pour les 1% séries
des tubes et I’huile de I’abricot pour la 2 eme série des tubes avec mémes concentration
d’huile (200ppm).

-Faire I'agitation a l'aide d'un vortex.

1.4.2.3.Addition des suspensions bactériennes

-prendre les deux séries des tubes a essai de 5ml de tampon de Mcllvaine de
(pH4; pH7) qui additionné les huile essentielle de Citrus limon, et autres séries I' huile

fruités de I’abricot a concentration de (200ppm).
-pour chaque série ajoute 50uL de suspensions bactériennes de S .aureus.
- faire I'agitation a l'aide d'un vortex.

-laisser repose (10min; 24 heures) dans une température ambiante (22°C). et
l'autre a (4C°)

-aprés (10min; 24 heures) introduire aseptiquement dans les eppendorfs 900uL de
I’eau de peptone et 100uL de suspension (E. coli, S .aureus), puis homogénéisé a l'aide
d'un vortex; cette suspension constitue alors la premiére dilution qui correspond donc a
la dilution 10™ou 1\10.

-introduire ensuite aseptiquement a 1’aide d’une micropipette 100uL de la
premiére dilution dans un eppendorf stérile contenant 900uL de 1’eau de peptone: cette

dilution sera alors 102 Ainsi de suite jusqu' & I'obtention de la dilution10 ou 1/1000.

1.4.2.4. Ensemencement

-a partir de la 3°™, 1*® dilution transférer 100uL dans un boite de Petre vide
stérile préparée a cet usage.

-compléter ensuite avec environ 20 ml de Gélose TSA fondu puis refroidie a
45°C £1°C.

-faire ensuite des mouvements circulaires et de va et vient en forme de «8» pour

permettre a suspension bactérienne de se mélanger a la gélose, et laisser solidifier.

1.4.2.5.Incubation
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Apres solidification de Gélose; incuber les boites couvercle en bas a 37°C pendant
24 heures.

1.4.2.6.Lecture

-Les colonies des E. coli se présentent sous forme arrondie de couleur blanc
chatre.

-les colonies des S .aureus se présentent sous forme rondes, bombées de couleur

blanche.

1.4.2.7.Dénombrement

Compter toutes les colonies ayant poussees sur les boites en tenant compte des

facteurs de dilution, de plus:
-ne dénombré que les boites contenant entre 15 et 300colonies;
-multiplier toujours le nombre trouvé par I’inverse ce sa dilution;

-les résultats s’expriment en nombre de (E. coli; S .aureus) UFC /ml.
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Il .Résultats et discussion
11.1.Résultats.

Inactivation bactérienne de E. coli O157:H7 et S. aureus par utilisation des huiles

fruités (citrus limon; 1’abricot).

L'action de 200ppm de chaque Huile sur la survie de E. coli O157:H7 et S. aureus
a été testée a pH7 et un pH4, pour 10 min et 24h a température ambiante 22°C, et

température de réfrigération 4°C.

Le graphe inclus également I'inactivation de deux micro-organismes par 1’action

des huiles de citrus limon et I’abricot comme le montre dans les graphes ci-dessous :

Température 4°C:

Logqg cycles d'inactivation

Control Citron Abricot
Huiles des fruits

[ 110 min[_] 24h

Figure 6: Effets antibactériens des huiles fruités, de citrus limon et I’abricot sur la

croissance de E. coli dans pH4 a (4°C).

Le graphe illustré par la figure (6) montre I'effet antibactérien des huiles fruités,

de citrus limon et I’abricot sur la croissance de E. coli dans pH4 a (4°C).

_A travers ce graphe, on remarque que les deux huiles fruité exercent une activité

antibactériennes «in vitro» a pH4 et a (4°C) comparativement avec le control.

_ Cette activité est non significative durant les premiére 10min, mais qui

augmente au fur a mesure qu’on avance dans le temps 24h.




Résultats et Discussion

_ 1l ya une diminution remarquable de la croissance bactériennes, atteignant
d’inactivation 1cycles logarithmique au bout de 10min pour huile de citron et 1.3 cycle
logarithmique pour H. d’abricot et 3.4cycle logarithmique au bout 24h pour huile de

citron et 4 cycle logarithmique pour huile d’abricot.

Logqg cycles d'inactivation

Control Citron Abricot
Huiles des fruits

[ ]10min [~ 24h
Figure7:effets des huiles fruitées dans pH7 a (4°c) sur E. coli.

Le graphe (7) montre les résultats des différents effets des huiles fruitées dans pH7 a
(4°C) sur E. coli.

On remarque que les deux huiles testé présentent une activité antibactérienne «in

vitro» sur E .coli dans pH7 a (4°C), comparativement avec le controle.

Il est a noter que cette activité est non significatif durant 10 min, mais qui

augmente au fur a mesure qu’on avance dans le temps 24H.

Illya une réduction considérable de la croissance bactérienne, atteignant
d’inactivation 1 cycle logarithmique au bout de 10min pour le huile de citron et 1.1
cycle logarithmique pour huile d’abricot et 3.3 cycles logarithmique au bout de 24H

pour huile de citron et 3.4 pour huile d’abricot.

» 1l est a noter que 1’efficacité d’huile fruitée est proportionnelle avec le temps.
» les différences observées ne sont pas significativement suffisantes soit a pH4 au
a pH7.
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> Nos résultats ont révélé que les deux huiles étudiées, possedent le méme pouvoir

d’inactivations bactériennes.

Loggcycles d'inactivation

Conltrol Cit;on Abrlicot
Huiles des fruits

[ ]10min N 24h

Figure 8:I’activité antibactériennes des huiles fruités de Citrus limon et I’abricot sur
S. aureus dans pH4 a 4°C.
_ La figure (8) montre I’activité antibactériennes des huiles fruités de Citrus limon et

I’abricot sur S. aureus dans pH4 a 4°C.

_ huile de Citrus limon et I’abricot montrent une activité antibactérienne relativement

moyenne, comparativement avec le controle.

_S. aureus présente une sensibilité vis —a-vis a les deux huile testé, inactive 1.5
cycles logarithmique durant10min pour les deux huiles et 3.9 cycles logarithmique pour
le Citrus limon et 4.1 pour I’abricot durant 24h.
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T

Log;g cycles d'inactivation

Cor;trol Cit;on Abrlicot
Huiles des fruits

[ 110min NN 24h

Figure 9:Effets des huiles fruités dans pH7 a 4°C sur S. aureus.

_ Lafigure (9) montre les résultats des différents effets des huiles fruités dans pH7 a

4°C sur S. aureus.

_ A travers ce graphe on remarque que huile de Citrus limon et 1’abricot exercent une
activité antibactérienne sur S. aureus dans 4°C «in vitro», comparativement avec le
controle cette activité est non significatif durant 10 min mais qui augment au fur a

mesure qui on avance dans le temps (24h).

_ Il ya une diminution remarquable de la croissance bactériennes atteignant
d’inactivation 1.5 cycles logarithmique au bout de 10min pour les 2 huiles de fruits; 3.9

cycles logarithmique pour les deux huiles durant 24h.

> les deux huiles étudies possédent méme pouvoir d’inactivation bactérienne.
» Les différences observées ne sont pas significativement suffisantes soit a pH4 ou
a pH7.
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Température 22C:

Logqg cycles d'inactivation

Conltrol Citlron Abrlicot
Huiles des fruits

CJiomin - [ 2

Figure 10:Effets antibactériens des huiles fruitées, de Citrus limon et I’abricot sur
la croissance de E. coli dans pH4 a 22°C.

Le graphe illustré par la figure (10) montre les effets antibactériens des huiles

fruitées, de Citrus limon et I’abricot sur la croissance de E. coli dans pH4 a 22°C.

_ On remarque que les deux huiles testé présentent une activité antibactérienne

«in vitro» sur E .coli dans pH4 a (22°C), comparativement avec le controle.

_ Il est a noter que cette activité est non significative durant 10 min, mais qui

augmente au fur a mesure qu’on avance dans le temps de 24h.

_ Il ya une réduction considérable de la croissance bactérienne, atteignant jusqu’a
1.1 cycle logarithmique d’inactivation pour huile de citron et 1 cycle logarithmique pour
huile de abricot au bout de 10min et 3.5 cycles logarithmique pour huile de citron et 3.1
cycles logarithmique pour huile de abricot au bout 24h.
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Log;g cycles d'inactivation

Cor;trol Cit;on Abrlicot
Huiles des fruits

] 10min 24h

Figure 11:Effets des huiles fruitées dans pH7 a (22°C) sur E .coli

La figure (11) montre les résultats des différents effets des huiles fruitées dans
pH7 a (22°C) sur E .coli

- A travers ce graphe, on remarque que les deux huiles fruitées exercent une

activité antibactérienne «in vitro» dans pH7 a (22°C) comparativement avec le contrdle.

_ Cette activité est non significative durant les premiére 10min, mais qui

augmente au fur a mesure qu’on avance dans le temps 24h.

_ Il ya une diminution remarquable de la croissance bactérienne, atteignant
d’inactivation 1 cycle logarithmique au bout de 10min pour les deux huile et 3.3 cycles

logarithmiques au bout 24h pour les deux huiles (abricot et citron).
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ML

Control Citron Abricot
Huiles des fruits

Logqg cycles d'inactivation

[ 1 10min 24h
Figure 12:Effet de I'huile fruitée sur S. aureus dans pH4 a 22°C.

_ La figure (12) montre ’activité antibactérienne des huiles fruités de Citrus

limon et I’abricot sur S. aureus dans pH4 a 22°C.

_ huile de Citrus limon et I’abricot montrent une activité antibactérienne
relativement moyenne, comparativement avec le controle.

_ S .aureus présente une sensibilité vis —a-vis a les deux huile testé, inactive 1.2
cycles logarithmiques durantlOmin pour les deux huiles et 3.3 cycles logarithmiques

pour le Citrus limon et 3.2 pour I’abricot durant 24h.

Logqg cycles d'inactivation

Control Citron Abricot
Huiles des fruits

[ ] 10min N ] 24h
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Figure (13): Résultats des différents effets des huiles fruités a pH7 (22°C) sur S. aureus.

_ La figure (13) montre les résultats des différents effets des huiles fruités dans pH7

a22°C sur S. aureus.

_ A travers ce graphe on remarque que huile de citrus limon et I’abricot exercent une
activité antibactériennes sur S. aureus dans 22°C «in vitro», comparativement avec le
contrble cette activité est non significatif durant 10 min mais qui augment au fur a

mesure qui on avance dans le temps (24h).

_ Il ya une diminution remarquable de la croissance bactériennes atteignant
d’inactivation 1.1 cycles logarithmique au bout de 10min pour les 2 huiles de fruites;

3.3 cycles logarithmique pour les deux huiles durant 24h.
11 .2.Discussion
11.2.1.influence des huiles sur des bactéries a Gram- positif et Gram- négatif

La plupart des études portant sur I'action de I'ensemble H E contre les organismes
responsables de la détérioration de la nourriture et borne alimentaire pathogenes
conviennent que, généralement, I'HE sont légérement plus actives contre les bactéries
Gram-positives que bactéries Gram-négatives (Shelef, 1983; Shelef et al; 1984; Farag
et al; 1989; Mendoza-Yepes et al; 1997; Ouattara et al, 1997; Smith-Palmer et al;
1998; Marin et al; 1999,2001; Negi et al; 1999; Juliano et al; 2000;
Rubertoetal;2000; Senatore et al; 2000; CanillacetMourey, 2001; Demetzos et
Perdetzoglou, 2001;Lambert et al., 2001; Marin et al; 2001; Cimanga et al; 2002;
Delaquis et al; 2002; Pintore et al; 2002; Harpaz et al; 2003). Que les organismes a
Gram négatif sont moins sensibles a l'action d'agents antibactériens est peut-étre a
prévoir, car ils possedent une extérieure membrane entourant la paroi de la cellule
(Ratledge Wilkinson, 1988), ce qui limite la diffusion des composés hydrophobiques
par son lipopolysaccharide de recouvrement (Vaara, 1992). Cependant, toutes les
études sur HE ont conclu que Gram-positifs sont plus susceptible (Wilkinson et al;
2003). Mais, comme indiqué ici, cela n'a pas appliquer a Nos resultats sont en accord
avec Ouattara et al; (1997 ) qui ont montré aucune différence évidente entre-étre Gram
positifs et Gram-négatifs au bout de 24 h .Une étude testant 50 HE commercialement
mesurees contre 25 genres n‘ont trouvé aucune preuve de différence de sensibilité entre

les bactéries gram-négatif et Gram-positif (doyens et Ritchie, 1987).
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Cependant, une étude ultérieure utilisant la méme méthode d'essai et les mémes
bactériens mais utilisant apparemment fraichement H. Es distillés, ont révélé que les
bactéries Gram-positive sont en effet été plus sensibles aux deux I'H. Es testées que
especes Gram-négatifs (Dorman et les doyens, 2000). Il a été postulé que composants
individuels d'H.E présenter différents degrés d'activité contre les bactéries Gram-
positives et Gram-négatives (Dorman et Doyens, 2000) et il est connu que la
composition chimique d'H.E d'une espece de plante particuliere peut varier selon
I'origine géographique et la période de récolte). 1l est donc possible que variation dans la
composition entre les lots d’HE est suffisante pour provoquer une variabilit¢ dans le

degré d'susceptibilité des bactéries Gram-négatives et Gram-positives.

Des bactéries Gram - se sont montrées généralement plus résistantes que les Gram
+ aux effets de diverses H.E. en raison des lipopolysaccharides présents dans la
membrane externe, mais ce n'était pas toujours vrai (Oussalah et al; 2007). Les
mécanismes d'action des H.E. et leur sélectivité envers certaines bactéries restent jusqu'a
présent mal élucidés. Selon plusieurs auteurs (Dorman et DEANS, 2000), cette
sélectivité est le résultat de la composition variée des fractions actives des huiles, qui

présentent souvent des actions synergiques.

Cependant, comme le résultat d'un test peut étre affectée par des facteurs tels que
la méthode utilisée pour extraire le H E a partir de matiéres végétales, le volume de
I'inoculum, phase de croissance, le milieu de culture utilisé, le pH de la presse et temps
d'incubation et de la température (Rios et al; 1988), la comparaison des données

publiées est compliquée (Janssen et al; 1987;. Friedman et al; 2002).

11.2.2.influence de pH

Le pH du milieu de traitement est I'un des principaux environnementale facteurs
qui influent sur la résistance microbienne aux physique ou chimique, agents
d'inactivation (Burt, 2004; Hansen et Rieman, 1963). Il est généralement accepté que
les huiles essentielles sont plus efficaces a des pH acides (Burt, 2004), mais dans nos
résultats activité des huiles dans pH4 et pH7 identique; comme il est connu 1’huile de

Citrus limon contient de 92% a 93% de terpénes dont le d-limonéne est le plus abondant
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(Iserin et al; 2001; Ferhat et al; 2010), de sesquiterpénes, d’aldéhydes (dont le citral
est le plus dominant) (Iserin et al; 2001).

Selon les travaux de Somolinos et al; (2008); qui montre I’effet de citral sur E.
coli @ pH moyen de traitement en fonction de trois facteurs: la taille de I'inoculum,
concentration de citral et le temps Storage. La plus grande efficacité de citral a pH
neutre. Cependant, si le temps de traitement a été prolongé jusqu'a 24 h avec inoculum
de 10%u 10’UFC ml™ ou si concentration citral a été augmentée jusqu'a 500ul 1™, Un
degré similaire d'inactivation a été observée a la fois dans différentes des valeurs de pH
(Somolinos et al; 2008).

Les Composition de huile d’abricot présence une activité antibactérienne tel que
I’acide oléique elle inhibé la croissance de toutes les especes bactériennes Gram-
positives.

A longue chaine d'acides gras insaturés, tels que acide linoléique, présentent une
activité antibactérienne et sont les ingrédients clés de additifs alimentaires.

En résumé, les huiles utilisées dans notre expérience sont des huiles fruitées qui

contiennent certains composés des huiles essentielle en faible quantité tel que le citral.
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CONCLUSION

Nous rappelons que les objectifs de cette étude sont la valorisation des huiles de
du citron (Citrus limon) et I’ Abricot (Prunus armenia) par 1’utilisation comme un agent

naturel de conservation des aliments.

Cette recherche a permis de mettre en évidence I'effet antibactérien des H.E. de

ces plantes "in vitro™.

Suivant nos résultats, nous pouvons prédire que les huiles étudiées sont des huiles
fruitées qui contiennent quelques composés des HE. Plus utilisés en domaine
cosmétiques que agro-alimentaires, mais, peuvent étre utilisée comme des sources
neurales des conservateurs contre des agents antimicrobiens si couplés avec d'autre
méthode de conservation pour limiter les empoisonnements d'origine bactérienne,
notamment I'huile de Citrus limon Cependant, il faut signaler que les activités
biologiques d'une huile essentielle ne sont pas seulement dues aux composés

majoritaires mais a I'ensemble des composées de base.

Des études ultérieures plus approfondies doivent étre effectuées afin de cerner
I'activité antimicrobienne des huiles essentielles dans les aliments. Vérifier leur
innocuité par des tests de toxicité et des tests d'allergénicité semble d'une grande

importance.

Cette étude confirme l'intérét des H.Es, en offrant ainsi un patrimoine a préserver,
a développer et a valoriser, dans la mesure ou nos résultats constituent, avec ceux des
études réalisées auparavant, une base essentielle en faveur de leur exploitation dans

I'industrie agroalimentaire.
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Annexes

Annexe

Les milieux de culture

X/
L X4

v

Bouillon de soja tryptique(pH=7.3+0.2) TSB

Composition

Tryptone 179
Peptone de soja 03g
Glucose 2.5¢
Nacl 059
Phosphate dipotassique 2,50/l
Eau 1000 ml

+0.5% extrait de levure dans 1L

Preparations

Dissoudre les composants dans 1’eau, en portant a ébullition. Ajuster le pH
de sorte qu’aprés stérilisation, il soit de 7.3.stériliser pendant 20min a
121°C=1°C, conserver dans un flacon de verre, a la température ambiante.
Tryptone Soya Agar (TSA)

Composition

Tryptone de soja 059
Tryptone de casiene 15¢
Agar 20g

+extrait de levure 6g dans un 1L d’eau.

Preparations

Dissoudre les composants dans 1’eau, en portant a €bullition.

Stériliser pendant 20min a 121°C+1°C. Conserver dans un flacon de verre, a
la température ambiante.
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