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Résumé 

La conservation à basse température est consciencieusement appliquée. Toutefois elle 

favorise le développement de microorganisme psychrotrophe notamment lors de la rupture de 

la chaine du froid.  

L’objectif de ce travail est d’évaluer l’effet de trois  agents actifs, l’huile essentielle de 

Rosmarinus, l’acide acétique et  l’extrait hydraulique du régime de   Phoenix dactylifera L et 

leur combinaison sur deux souches de Pseudomonas 

 L’extraction assistée par micro-onde a été utilisée pour extraire les composés 

phenoliques à partir du régime de datte. L’effet de trois facteurs indépendants  à savoir la  

puissance d’irradiation, le temps d’irradiation et le pH du meilleur solvant extracteur (l’eau)  

sur la teneur des composés phénoliques  totaux a été évalué en utilisant la méthodologie des 

surfaces  de réponse  à l’aide d’un outil informatique le JMP7.Les  conditions optimales 

permettant d’obtenir un rendement maximal en polyphénols totaux, sont 600W, 90s à  pH 7.. 

L’estimation de l’activité antibactérienne a été effectuée avec la méthode de  diffusion 

sur disque sur deux souches bactériennes, l’extrait hydraulique du régime de Phoenix 

dactylifera L optimisé s’avère sans effet sur Pseudomonas Sp et Pseudomonas aeruginosa  

ATTCC.  

Par contre L’huile essentielle extraite par hydrodystilation , présente respectivement  

une activité prononcée sur les deux souches avec des diamètres de la zone d’inhibition de 23 

± 1.41mm et 28  ± 2.81mm pour une concentration de 95mg/ml. Alors que  pour l’acide 

acétique donne des de 30 ± 0  mm pour Pseudomonas aeruginosa,  Différentes  combinaisons 

suivant un plan de mélange préétabli révèle un effet meilleur en combinant  l’huile essentielle 

et de l’acide acétique avec un diamètre de la zone d’inhibition de 28 ±0 mm sur Pseudomonas 

aeruginosa.  

Mots clés : Composés phénolique, l’huile Essentielle, Bactéries psychrotrophes, 

Phoenix dactylifera L, Rosmarinus officinalis L, Acide acétique, Activité antibactérienne. 
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Abstract 

Conservation at low temperatures is quasi-systematic use; however subserve the 

development of psychrotrophic microorganism, particularly when the cold food chain is 

broken. 

The objective of this study was to evaluate the effect of three active agents, essential 

oil Rosmarinus, acetic acid and extract the hydraulic regime of Phoenix dactylifera L and their 

combination of two strains of Pseudomonas. 

The extraction assisted by microwave was used to extract the phenolic compounds 

from the Support for date he effect of three independent factors namely the irradiation power, 

irradiation time, and pH of the best extractor solvent (water) on the content of total phenolics 

was, evaluated using the methodology of response surface using a computer tool JMP7. 

 the optimal conditions for obtaining maximum performance in total polyphenols, are 

600W, 90s pH 7 .. 

The estimate of the antibacterial activity was carried out with the disk diffusion 

method on two bacterial strains.This study revealed that of Pseudomonas.Sp and  

Pseudomonas aeruginoasa ATCC has been revealed  resistant to phenolic extracts,  

On the other hand ,the essential oil extracted by hydrodistillation,  shows diameter of 

the  zone inhibition 23 ± 1.41mm  and 28 ± 2.81mm against Pseudomans and Pseudomans 

aeruginosa, respectively, while the acetic acid  gives a diameter of 30 ± 0 mm . 

Combinations of essential oil and acetic acid shows highest activity effect of with 

diameter of zone inhibition 28 ± 0mm against Pseudomonas aeruginosa. 

Key word: phenolic content, Essential oil, Psychrotrophe bacteria, Phoenix 

dactylifera L, Rosmarinus officinalis L, Acetic acid, Antibacterial Activity.  
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Introduction générale 

Le traitement par la chaleur ou par d’autres procédés de conservation que reçoivent les  

produits alimentaires n’est pas suffisant pour assurer leur stérilité commerciale. La 

réfrigération est une barrière importante pour retarder leur altération et empêcher le 

développement de la plupart des micro-organismes d’altération et pathogènes.  

Toutefois, la réfrigération reste insuffisante, plutôt elle favorisent le développement 

des microorganismes psychrotrphes tels que  Listeria monocytogenes ,  Clostridium botulinum  

et Pseudomonas qui peuvent se développer à des températures de + 4°C ou moins (Bornert, 

2000).    

Les dangers microbiologiques peuvent être maîtrisés par association de facteurs 

inhibiteur, dits  barrières. Ces barrières peuvent contribuer à retarder ou empêcher la 

croissance de certains microorganismes, y compris des micro-organismes pathogènes. Parmi 

les principales barrières utilisables en plus de la réfrigération, on trouve: l’addition  des 

molécules bioactives y compris les composés phénoliques et les huiles essentielles extraites 

des plantes aromatiques. Elles font l’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme 

agents antioxydants, antibactériens. 

Les plantes aromatiques constituent une richesse naturelle très importante dont la 

favorisation demande une parfaite connaissance des propriétés à mettre en valeur. Les 

propriétés des plantes dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant à 

différentes classes chimiques (Maihebiau, 1994).  

A cet effet, on s’est intéressé à la valorisation de deux plantes a savoir Rosmarinus 

Officinalis L et  le régime du  Phoenix dactylifera L. 

L’extraction des principes actifs à partir de la matière végétale, notamment le cas des 

polyphénols et les huiles essentielles, est une étape très importante dans l’isolement aussi bien 

que dans l'identification de ces derniers. En conséquence, beaucoup d'auteurs ont étudié 

l'influence de différentes conditions d’extraction sur les rendements des composés 

phénoliques et les huile essentielle (Bonnailli et al., 2012). 

Ce travail est composé de deux parties dont la première expose une synthèse 

bibliographique regroupant des généralités sur les psycrotrophes, les plantes médicinales 

étudiées et leurs métabolites secondaires. 

Le deuxième est expérimental qui consiste à l’optimisation de l’extraction des 

composés phénoliques de Phoenix. dactylifera L,   
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l’évaluation de leur activité antibactérienne seuls ou combiné avec  les huile 

essentielle et l’acide acétique sur  Pseudomonas Sp et Pseudomonas aeruginosa ATCC 

25922. 
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I. Les microorganismes psychrotrophes 

I.1. Généralités  

Les microorganismes psychrotrophes sont définis par leur aptitude à se développer à 

des températures inférieures à +7°C, même  s’ils ont des optimums qui varient de 20 °C et 

30°C et des maximums d’environ 35°C (Prescott et al., 2010). Ce sont des agents de toxi-

infections alimentaires ou d'altération de la qualité marchande des denrées alimentaires et 

constituent un facteur limitant la conservation des produits réfrigérés.  

Dans les groupe des psychrotrophes, on trouve les bactéries à Gram négatif et à  Gram positif 

dont les principaux genres sont Pseudomonas, Alcaligenes, Erwinia, Corynebacterium, 

Flavobacterium, Lactobacillus et Streptomyces . ainsi que des levures ; des cyanobactéries ;  

mycétes et des algues (Oikawa et al., 2001 ; Margesin et Mitiva, 2011). 

  I.2. Caractéristiques physiologiques des bactéries psychrotrophes  

I.2.1. Courbe de croissance 

 Aux températures de réfrigération, les bactéries psychrotrophes présentent une courbe 

de croissance caractérisée par une phase de latence longue, pouvant durer plusieurs jours, et 

par une pente très faible au cours de la phase de croissance exponentielle. La multiplication 

est lente quand la température est proche de la température limite inférieure de croissance. 

 L’activité de la flore psychrotrophe peut être influencée par des écarts très faibles de 

température. Ainsi, si une température de +2°C exerce un effet inhibiteur très net, une activité 

bactérienne très significative peut être constatée dès +4°C. Sachant que les différentes 

capacités métaboliques ne subissent pas toutes une inhibition identique. Ainsi, à +4°C, les 

Pseudomonas ont une croissance lente, mais présentent une importante activité de synthèse 

 d’enzymes qui réalisent l’hydrolyse du substrat alimentaire (Bornert, 2000).    

1.2.2. Sensibilité à la chaleur  

Les bactéries psychrotrophes présentent une sensibilité particulière au stress «chaud», 

caractérisée par une température maximale de croissance inférieure à +45°C et une 

température létale inférieure à +50°C. On peut citer les températures limites de croissance 

suivantes : +35°C pour Acinetobacter, +40°C pour Alcaligenes, +43°C pour Pseudomonas et 

+45°C pour Listeria monocytogenes  (Bornert, 2000).    
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1.2.3. Autres caractéristiques importantes  

Le pH : la plupart des bactéries psychrotrophes sont neutrophiles.  Les bactéries 

lactiques et Listeria monocytogenes  tolèrent des pH acides jusqu’à une valeur limite de 5. 

  L’activité de l’eau : Le genre Pseudomonas ne se développe bien que pour des 

valeurs d’activité de l'eau (Aw) supérieures à 0,98.Par contre, Listeria monocytogenes résiste 

à des conditions hostiles, elle tolère jusqu’à 10 % de chlorure de sodium et son Aw limite de 

croissance est de 0,86 (Bornert, 2000).    

I.3. Adaptation des psychrotrophes 

La croissance d’un micro-organisme nécessite une multitude des réactions dont la 

vitesse dépend de la température de culture. La vitesse de croissance est maximale pour une 

valeur de la température qualifiée de température optimale de croissance. De part et d’autre de 

cet optimum, l’activité métabolique ralentit, jusqu’à être totalement inhibée au delà des 

températures minimale et maximale de croissance. 

L’ampleur de cette dépendance apparaît clairement lorsqu’on considère l’équation 

d’Arrhenius : 

k = A e-Ea/RT 

Où k est la constante de vitesse de la réaction, Ea est l’énergie d’activation, A est une 

constante relative à la fréquence de collision et aux facteurs stériques, R est la constante des 

Gaz parfaits et T, la température absolue. 

Cette équation montre que la constante de vitesse (k) d’une réaction dépend essentiellement 

de l’énergie d’activation (Ea) et de la température absolue (T). Il est, dès lors, facile de 

comprendre les problèmes que pose le déficit d’énergie lors de la croissance aux basses 

Températures (Robert, 1999). 

Outre l’effet sur la vitesse des réactions,  la fragilisation des liaisons hydrophobes, 

induite par la réfrigération. Il en résulte une perte de fonctionnalité des protéines 

enzymatiques, par modification de leur conformation dans l’espace. La structure quaternaire 

est profondément modifiée, avec une dissociation des complexes polymériques. L’assemblage 

des ribosomes est inhibé, ce qui provoque une diminution des synthèses protéiques. La 

fluidité des membranes est réduite et l’ensemble des fonctions membranaires tels que le 

transport des ions ou des nutriments s’en trouve affecté (Gounot, 1991). 

 Les bactéries psychrotrophes possèdent une relative capacité de résistance au stress 

froid, mettant en jeu des mécanismes dont les principaux sont : 
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I.3.1. Maintien des échanges avec le milieu extérieur 

La membrane plasmique joue un rôle essentiel dans la physiologie bactérienne, en 

assurant l'interface entre le milieu intérieur et extérieur. Elle est le siège de nombreux 

transports actifs et passifs assurant l'équilibre osmotique et l'apport de nutriment à la cellule. 

Ces fonctions ne peuvent être assurées que si elle est dans un état fluide (Mansilla et al., 

2004). Une chute de température, en dessous du point de fusion des acides gras composant la 

membrane, entraîne la transition d'un état fluide (désordonné) vers un état non fluide 

(ordonné) dont le résultat est une rigidification de la membrane. En réponse, les bactéries 

peuvent modifier la composition et les propriétés de leurs acides gras membranaires. La 

modification des acides gras peut se faire selon trois modalités: l’instauration des acides gras,  

la variation du niveau de ramification et la diminution de la longueur des chaînes carbonées  

(Franck, 2010). 

I.3.2. La synthèse d’enzymes adaptées à fonctionner à basse température 

  Les bactéries psychrotrophes doivent être capables de réaliser l'ensemble des réactions 

biochimiques, dans des conditions thermo-dynamiquement défavorables. La comparaison des 

enzymes issues de bactéries mésophiles et psychrotrophes, montre un caractère thermolabile 

plus marqué chez les psychrotrophes, mais surtout une efficacité catalytique bien supérieure 

(Spiwok et al., 2007; Metpally et Reddy, 2009). En effet  leur souplesse structurelle permet  

un changement de conformation, à la catalyse avec de faible quantité d’enzymes. La  

rigidité enzymatique entraine une thermolabilité plus prononceé que chez les mesophiles. 

I.3.3.Synthèse protéique à basse température  

Les bactéries psychrotrophes seraient capables d'adapter au froid par la synthese  de 

deux types de protéine : « Cold Shock Proteins »  CSPs ou « Cold Acclimation Proteins »  

CAPs. Des études ont montré l'existence de ces protéines chez Listeria (Francis et Stewart, 

1997), B.cereus (Mayr et al., 1996) et Pseudomonas fragi (Hebraud et al., 1994). L'action des 

CSPs et CAPs permet l'adaptation de la bactérie à son milieu qui peut ainsi , associée à un 

redémarrage de la croissance bactérienne et dans de nombreuses fonctions, notamment dans la 

régulation de l'expression des gènes ainsi que dans le maintien d'une traduction efficace à 

basse température. 
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I.4.Techniques de conservation des aliments à basses températures  

L’utilisation du froid pour la conservation des aliments est sans conteste la technique 

la plus répandue (Charpentier, 2008). Les basses températures retardent le développement des 

micro-organismes, les réactions chimiques et enzymatiques qui entraînent la détérioration du 

produit. Les enzymes et les réactions chimiques sont considérablement ralenties à des 

températures basses (<5°C), alors que la majorité des microorganismes ne sont plus capables 

d’activité métabolique à des températures inférieures à -5°C. Certains, tels que les bactéries 

coliformes, sont même inactivés (Charpentier, 2008).   

On distingue deux procédés qui utilisent cette technique, la réfrigération et la 

congélation. 

-la réfrigération : à une température comprise entre 0 °C et 4 °C, elle permet une 

conservation de courte durée ; c’est le froid positif. 

-la congélation et la surgélation : Elles  abaissent la température du produit à des 

températures inferieures à -10 C°, c’est le froid négatif. 

Toutes les catégories possibles d’aliments (lait, viandes, légumes…) peuvent être 

congelées ou surgelées. Les microorganismes présents sont ceux qui se trouvaient dans 

l’aliment avant l’action du froid. L’intérêt de congélation est  de  respecter les qualités  

organoleptiques de l’aliment en évitant un traitement thermique. 

I.5.Influence des bactéries pschrotrophes sur la conservation des denrées 

alimentaires 

De nombreux types d’altérations des denrées ; dues à l’action de bactéries 

psychrotrophes , ont été décrits. Ils sont le résultat de l’activité d’enzymes microbiennes 

exocellulaires et affectent, selon les cas : la consistance, la couleur, l’aspect, l’odeur et la  

saveur du produit. 

I.5.1.Protéolyse et lipolyse 

La protéolyse conduit à la formation d’acides aminés libres, puis de produits de leur 

décarboxylation ou de leur désamination. Les amines volatiles et l’ammoniac formés sont à 

l’origine d’odeurs et de saveurs désagréables et exceptionnellement d’une toxicité de 

consommateur. Ce type de métabolisme est rencontré en particulier chez les bactéries des 

genres Pseudomonas, Shewanella, Alcaligenes, Acinetobacter et Flavobacterium.  Ces 

différentes bactéries se caractérisent aussi par une activité lipolytique importante. La lipolyse 

conduit à la libération d’acides gras libres. Elle modifie les propriétés technologiques et 
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gustatives des graisses, avec apparition du goût de rance, et favorise le phénomène 

d’oxydation des acides  

gras insaturés en méthylcétones (Bornert, 2000).    

1.5.2. Autres types d'altérations 

Parmi les autres types d’altérations, on peut aussi citer : 

- les modifications de la consistance du produit, notamment par production 

d’exopolysaccharides à l’origine, par exemple, d’une consistance filante des laits décrite avec 

les genres Micrococcus et Alcaligenes . 

           - les phénomènes d’acidification, par fermentation des sucres, activité caractéristique 

du groupe des bactéries lactiques, soit les genres Lactobacillus, Carnobacterium, 

Pediococcus, Leuconostoc et Lactococcus. Lors du processus hétérofermentaire, la formation 

de gaz, d’aldéhyd es et de cétones est à l’origine de modifications du goût et de l’odeur du 

produit.  

- l’apparition de colorations, d'odeurs et de saveurs anormales (Bornet, 2000).  

I-I.6. Pseudomonas 

Le genre Pseudomonas, de la famille des Pseudomonadaceae, regroupe des bactéries 

mobiles aérobies Gram négatif, de 2 à 4 μm de longueur, en forme de bâtonnets renflés, avec 

un flagelle polaire qui joue un rôle important dans la pathogénicité. Ces bactéries sont 

asporulées et peuvent produire des pigments, tels que la pyocyanine (vert-bleu) ( Nauciel, 

2000) et la pyorubrine (jaune-vert) fluorescentes. P. aeruginosa peut sécréter un vaste éventail 

de toxines extracellulaires, notamment l’exotoxine A et des entérotoxines 
 

. D’autres 

substances comme l’acide hydrocyanique, des enzymes protéolytiques, des biofilms et des 

substances hémolytiques peuvent également contribuer à la pathogénicité de cette espèce. La 

combinaison de toxines et de substances dangereuses est un facteur qui joue un rôle 

déterminant dans la forte virulence de P. aeruginosa dans différents hôtes. 

 

 

 

http://www.phac-aspc.gc.ca/lab-bio/res/psds-ftss/pseudomonas-spp-fra.php#note8
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II. Les métabolites secondaires des plantes 

Les plantes possèdent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux 

métabolites primaires (les protéines, les glucides et les lipides). Ces composés diffèrent en 

fonction des espèces et, ils interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les 

organismes vivants qui l'entourent. C’est des molécules ayant une répartition limitée dans 

l’organisme de la plante. 

 Ils sont nécessaires à sa défense contre les agressions extérieures (Muanda ,2010).Et 

donc se sont des éléments essentiels de la co-évolution des plantes avec les organismes 

vivants, tels que parasites, pathogènes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et 

disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu à une extrême diversification des 

composés secondaires (Krief, 2003). 

II.1. Les huiles essentielles  

II.1.1.Définition 

Les huiles essentielles (He.s) sont des substances naturelles huileuses, volatiles et 

odorantes offrant une forte concentration en principes actifs (Lardry et Haberkorn, 2007). 

Sécrétées par les plantes aromatiques que l'on extrait par divers procédés dont l’entraînement 

à la vapeur d’eau et l’hydrodistillation (Iserin et al., 2007). Les produits obtenus par 

extraction avec d’autres procédés ne sont pas repris dans la définition d’huile essentielle 

donnée par la norme de l’Association Française de Normalisation (AFNOR) (Bruneton, 1993 

; AFNOR, 2000). 

II.1.2.Propriétés physico-chimiques des He.s  

A la température ordinaire, on trouve généralement les He.s incolores ou jaune pale à 

l’état liquide. Toutes les He.s sont volatiles, odorantes et inflammables leur densité est le plus 

souvent inférieure à 1. Seules trois He.s ont une densité supérieure à celle de l’eau, ce sont les 

huiles essentielles de cannelle, de girofle et de sassafras. Elles sont insolubles dans l’eau, mais 

solubles dans les alcools. Très altérables, elles s’oxydent au contact de l’air et de la lumière 

(Charpentier, 2008). Les huiles essentielles devraient toujours être conservées dans des 

flacons de verre opaque entreposées à l’abri de la lumière et du soleil, à environ +8°C 

(Laurenet, 2012). 
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II.1.3.Composition chimique 

Les Hes sont des mélanges complexes et variables de constituents appartenant 

exclusivement à deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les 

terpènes volatils et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane  

(Bruneton, 1993) 

  II.1.3.1.Les terpènes 

Ils sont construits à partir de plusieurs entités isopréniques, constituants une famille 

très diversifiée tant au niveau structural que fonctionnel. On rencontre dans les Hes 

principalement des mono et des sesquiterpènes (possèdent respectivement 10 et 15 atomes de 

carbone) (Ruberto et Baratta, 2000) et  plus rarement des di-terpènes (20 atomes de carbone). 

En tétraterpènes, huit isoprènes qui conduisent aux caroténoïdes, en polyterpènes (Cn H8 ) le 

carbone peut-être de 9 à 30 (Hernandez Ochoa, 2005). Ces terpènes peuvent être acycliques, 

monocycliques ou bicycliques. En général, une HE est un mélange d’hydrocarbures et de 

composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures. Parmi ces composés oxygénés, on peut 

noter la présence d’alcools, d’esters, d’aldéhydes, de cétones, d’ether-oxydes et de carbures 

(figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Farnesol 

Carbure 

Caryophyllene 

Alcool 

                                                                                

Figure 1 : Exemple des terpènes (Lakhdar, 2015) 
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II.1.3.2.Les composés aromatiques dérivés du Phényl-propane 

            Ils sont moins abondants que les terpènes. Cette classe comprend des composes 

odorants comme l’eugénol (Hes de girofle), l’anéthol et l’aldéhyde ainsi que (Hes de Badiane 

et d’anis), le carvacrol (huile essentielle d’origan), l’acide et l’aldéhyde cinnamiques  

(Figure 2). 

 

   

Cinnamyl alcohol 

Alcohol 

Methylene dioxy compound 

Safrole 

Eugenol 

Phenol 

 

Figure 2 : Présente quelque structure de composés aromatiques (Lakhdar, 2015). 

II.1.4. Méthodes d’extraction des He.s 

Il existe plusieurs méthodes d’extraction (L’extraction au moyen de solvants organiques, 

expression, extraction au dioxyde de carbone supercritique,…etc.), choisies en fonction de la  

partie de la plante où se trouve l’Hes. De chaque procédé résulte un produit différent. 

II.1.4.1. L’hydrodistillation 

 Ce mode d’extraction a été proposé par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus 

utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer à l’état pur mais aussi de fournir de 

meilleurs rendements. Le principe consiste à immerger directement la matière végétale à 

traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté à ébullition, les vapeurs hétérogènes 

vont se condenser sur une surface froide et l’HE sera alors séparée par différence de densité 

(Bruneton, 1993). 

II.1.5. Toxicité des Hes 

Les Hes ne sont pas des produits qui peuvent être utilisées sans risque. Certain Hes 

sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur pouvoir irritant 

(les huiles de thym, d’origan, de la sariette), allergène (huiles riche en cinnamaldéhyde) ou 

photo-toxique (huiles de cirtus) (Guba, 2001). Les cétones et dans une moindre mesure les 

lactones sont neurotoxiques (romarin, sarriette, cèdre, camphre, thuya, aneth, hysope). 

Certaines Hes se révèlent cytotoxique (la toxicité du thym, la lavande) (Inouye, 2003).  
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 Il existe quelques H.es dont certains composés sont capables d’induire la formation de 

cancer. C’est le cas par exemple de dérivés d’allybenzéne ou de propenylbenzéne comme le 

safrole, l’estragole (Guba, 2001). Les H.es très liquides peuvent parvenir dans les voies 

respiratoires si elles sont malencontreusement avalées ou vomis. Cela peut conduire à une 

inflammation des poumons (pneumonie). De plus, les H.es contenant des phénols sont  

toxiques pour le foie (clou de girofle, thym, origan) (Boughedioua, 2014). 

II.2 Les composée phénoliques 

            II.2.1.Définition 

            Les polyphénols sont des métabolites secondaires trouvés en abondance dans une 

grande variété d'aliments, comme les fruits, les  légumes, les herbes, les graines et les 

céréales, et dans les boissons, comme le café, le thé, le cacao et le vin. Les polyphénols sont 

un grand groupe de composés hétérogènes caractérisés par des groupements phényle 

hydroxylée (Ozdal et al., 2016). 

Les polyphénols possèdent plusieurs groupement phénoliques, avec ou non d’autres 

Fonctions (alcoolique (OH), carboxylique (COOH),…) (Muanda, 2010). 

II.2.2.Structure chimique et classification  

Les composés phénoliques se trouvent principalement liés à des sucres et des acides 

organiques, qui peuvent être regroupés en flavonoïdes et les non-flavonoïdes.  

Les (figures  3 et 4) présentent la structure des composés phénoliques de type flavonoïdes et 

non flavonoides respectivement. Les flavonoïdes sont composées de deux cycles benzéniques 

A et B  liée a un noyau central pyranique C. 

Par contre, les non flavonoïdes ont un groupe plus diversifié de composés de la plus 

simple les acides benzoïques (C6-C1), et stilbènes en C6-C2-C6 plus complexes, les lignanes 

et les gallotannins (C6-C3-C3-C6), et les tanins sont un groupe des polyphénols à haut poids 

moléculaire. Fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu‟ils 

sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la 

digestibilité des aliments.  On distingue: les tanins hydrolysables(Ellagitannins) et condensés 

(Muanda ,2010 ; Ozdal et al., 2016). 
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Figure 3 : Les flavonoïdes (Ozdal et al., 2016). 
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                          Figure 4: les polyphenoles non flavonoides (Ozdal et al., 2016). 

 

II.2.3. Méthode d’Extraction des composés phénoliques par microonde (EAM)

 Il existe plusieurs méthodes d’extraction tel que l’ultrason, macération En 1986, en 

Hongrie, Ganzler et coll  furent les premiers à présenter une technique d’extraction par 

solvant assistée par microondes en vue d’une analyse chromatographique. Ce procédé 

consistait à irradier par micro-ondes la matière végétale ou non, broyée au préalable en 

présence d’un solvant absorbant fortement les microondes (le méthanol) pour l’extraction de 

composés polaires ou bien en présence d’un solvant n’absorbant pas les micro-ondes (hexane) 

pour l’extraction de composés apolaires. Cette technique se présentait comme beaucoup plus 

efficace qu’une méthode conventionnelle et permettait de réduire le temps  

d’extraction  et donc les dépenses en énergies (Chemat et Lucchesi., 2005) 

II.2.4. Avantages et inconvénients de la EAM 

Par rapport aux techniques d‘extraction classiques, les principaux avantages de la 

EAM sont sa rapidité, la réduction du volume de solvant utilisé, tout en ayant un rendement 

d‘extraction amélioré. De plus, la EAM est simple d‘utilisation et peu onéreuse. Néanmoins, 

c‘est une technique d‘extraction qui nécessite une étape de filtration et/ou de centrifugation 
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pour éliminer les particules solides après extraction. Par ailleurs, de faibles rendements 

d‘extraction peuvent être obtenus lorsque des solvants apolaires ou volatils sont utilisés (Jones  

et Kinghorn, 2006). 

II.2.5.Paramètres influençant l’extraction EAM 

 Lorsque la MAE est employée, cinq paramètres majeurs peuvent avoir une influence 

essentielle sur le rendement d‘extraction et la qualité de l‘extrait ( Hosseinian et al., 2007 ;  

Maheshwari et al., 2011 ). 

II.2.5.1.Nature et volume du solvant  

Le choix du solvant d’extraction en EAM est fondamental pour obtenir un processus 

d‘extraction optimal. Comme pour les autres techniques d‘extraction ce choix est déterminé 

par la solubilité des molécules d‘intérêt et par les interactions solvant-matrice. Cependant, en 

MAE le choix du solvant est surtout relié à sa capacité à absorber les micro-ondes. Le volume 

de solvant doit être suffisant pour que la matrice reste immergée pendant la totalité de  

l‘extraction (Thomas, 2012). 

II.2.5.2.Temps d’extraction 

Le temps d‘extraction est l‘un des avantages de la MAE, car il est généralement court:  

quelques secondes à plusieurs minutes (Thomas, 2012).  

II.2.5.3.Température d’extraction 

La température est l‘un des paramètres les plus importants. Le rendement est  meilleur 

à des températures élevées car la désorption des molécules d‘intérêt est augmentée. Il 

convient de souligner que dans les systèmes fermés des températures supérieures au point 

d‘ébullition des solvants peuvent être utilisées, améliorant ainsi le rendement d‘extraction  

(Thomas, 2012). 

  II.2.5.4.Puissance d’irradiation 

La puissance d‘irradiation est choisie en fonction de la température et du temps 

d‘extraction que l‘on veut appliquer. Elle est généralement minimisée pour éviter d‘atteindre 

des températures d‘extraction trop élevées et à l‘inverse, augmentée pour diminuer le temps  

D‘extraction (Garnero, 1996). 
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II.2.5.5.Nature de la matrice 

La teneur en eau de la matrice à une grande importance dans le processus d‘extraction, 

car les molécules d‘eau, qui ont une forte capacité à absorber les micro-ondes, jouent un rôle 

important dans le processus d‘échauffement. En conséquence, l'obtention de résultats 

reproductibles exige le contrôle préalable de la teneur en eau de la matrice à extraire (Thomas,  

2012). 

  II.2.6. Principe du plan d’expériences 

La technique des plans d‘expérience, basée sur l‘élaboration d‘une série de tests 

expérimentaux, consiste à faire varier simultanément les niveaux de un à plusieurs facteurs à 

chaque essai. Par rapport à une optimisation classique qui peut conduire à un nombre 

considérable d‘expériences, cette méthodologie va permettre de diminuer le nombre 

d‘expériences à réaliser, tout en augmentant le nombre de renseignements obtenus sans altérer 

La qualité des résultats (Goupy et Creighton, 2006). Outre l‘influence de chaque facteur, il est 

possible d‘obtenir des informations sur les interactions entre facteurs étudiés, et sur les 

paramètres optimaux par rapport à une réponse qui est une grandeur caractéristique de l‘étude  

réalisée (Faucher, 2006). 

II.2.7. Optimisation d’extraction par les plans d’expériences 

Les plans d’expériences sont issus de méthodes mathématiques et statistiques 

appliquées à l’expérimentions. Cette théorie assure les conditions pour lesquelles on obtient la 

meilleure précision avec le minimum d’essais et de coût (Goupy et Creighton, 2006).Elle 

possède un vocabulaire qui lui est propre : 

-Les facteurs qui sont l’ensemble des paramètres expérimentaux, contrôlables qui influencent 

sur un ou plusieurs critères caractéristiques du phénomène étudié. 

-Les réponses, elles sont des grandeurs physiques mesurables. 

La méthode des plans d’expériences cherche à déterminer et à faire établir les liens existants 

entre les deux variables précédemment cité, plus exactement elle vise à comprendre les 

relations liant la réponse avec les facteurs, que les facteurs entre eux (Goupy et Creighton,  

2006). 
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II.3. Les alcaloïdes 

Les composés azotés se divisent en deux groupes: les acides aminés et les alcaloïdes. 

se sont des substances organiques d'origine végétale, azotée et à caractère alcalin, douées des 

propriétés physiologiques prononcées même à faible dose. Les alcaloïdes  les plus connus 

sont : la colchicine, l'atropine, le tubocurarine, la théine, la cocaïne, la mescaline, l'acide 

lysergique et l’aconitine, les structures de deux imino-sucres ayant des propriétés  

Antibiotiques appartenant à la famille des alcaloïdes (Muanda ,2010). 
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 III.1. Activité antibacterienne des He.s et des polyphénols 

De nombreux travaux de recherche ont mis en évidence leur puissantes activités 

antiseptiques des Hes agissant aussi bien sur les bactéries, les champignons pathogènes que 

les virus (Belletti et al., 2008 ; Safaei-Ghomi et Ahd, 2010 ; Li et al ., 2014), leur conférant 

ainsi diverses indications thérapeutiques. 

Les composés des Hes possédant la plus grande efficacité antibactérienne et le plus 

large spectre sont des phénols, le thymol, le carvacrol et l’eugénol. Le carvacrol  est utilisé 

comme agent de conservation (Belleti et al.,  2004) à démontré que les He.s de Citrus sont 

efficaces contre les bactéries pathogènes, les spores bactériennes, mais également sur 

certaines bactéries responsables de toxi-infection alimentaire telles que : Mycobacterium 

jejuni, Listeria monocytogenes, E. coli, Staphylococcus aureus et Salmonella Thyphimurium.. 

Les Hes  de plusieurs plantes se sont révélées efficaces contre les bactéries multirésistantes, 

notamment les E. coli résistants aux céphalosporines de 3ème génération (C3GR). 

L’Épigallocatéchine-3-gallate  et la catéchine ont  montré des effets antimicrobiens 

contre un certain nombre d'agents pathogènes bactériens, tels que Clostridium 

thermoaceticum. La résistance à la chaleur de ces spores bactériennes a été plus rapidement 

diminuée par l'ajout de polyphénols de thé à haute température (Li et al., 2014).  

Les polyphénols réduisent les facteurs de virulence microbiens, tels que  les adhésines, 

l'inhibition de la formation de biofilms, la neutralisation des toxines bactériennes. la 

combinaison des polyphénols  avec des antibiotiques montre une synergie efficace réduisant  

ainsi la dose d'antibiotiques, et leur réactions indésirables (Li et al., 2014). 

De plus, il a été démontré que les combinaisons des composés phénoliques  flavonoïde 

et non flavonoïde présentent  une synergie  ayant un effet antibactérien important sur les 

viandes (Li et al., 2014). 

III.2. Mécanisme d’action  

Des études menées sur l’action antibactérienne des Hes et les polyphénols ont 

démontré la complexité de ce phénomène et la variété des sites d’actions. Les mécanismes 

semblent être nombreux. Toutefois, ils restent encore moins  élucidés (Carson et al., 2002). 

 Certains composés phénoliques  et les Hes interfèrent avec les protéines de la 

membrane des micro-organismes comme l’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 l’ADP (Pavel et al., 2009). 
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Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes a 

aussi été rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les huiles essentielles peuvent aussi 

inhiber la synthèse de DNA, de RNA, des protéines et des polysaccharides (Malechy, 2007). 

D’autres auteurs pensaient que l’activité inhibitrice de ces composés serait due à leur 

affinité avec les groupements SH impliqués dans la division cellulaire (Khayour, 2002).  

L’étude de l’influence de galangine  sur Staphylococcus aureus a démontré que ce 

dernier favorise l’entrée du potassium intracellulaire en entrainant une lyse cellulaire par la 

pression osmotique. 

Une étude menée par Cushine et ses collaborateurs (2005) sur l’activité 

antibactérienne de licochalcone A et C (flavanoides) a révélé que ces composés sont capables 

de réduire la consommation d’oxygène chez Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus par 

la détérioration du NADH-cytochrome-réductase. 

 Les flavonoïdes connus pour leur pouvoir antioxydant puissant pourraient avoir 

potentiellement un effet dans la chélation de fer et empêcher ainsi la pénétration 

intracellulaire du cofacteur Ca2+ à la cellule bactérienne, ce qui provoque l’inhibition de leur  

Activité (Basli et al., 2012). 

III.3.Facteurs influençant l’activité antimicrobienne  

L’efficacité antimicrobienne des Hes et les polyphenols dépend de deux principaux 

paramètres : leur composition chimique  et le microorganisme ciblé (type,  

Structure…)  (Kalemba et Kunicka, 2003).  

III.3.1. Activité liée à la composition chimique  

Le mode d’action des Hes et les polyphénols 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 puis la mort 

cellulaire. 

Il est connu que ce sont les terpénoïdes et les phénylpropanoïdes qui confèrent aux 

Hes leurs propriétés antibactériennes. L’activité de ces molécules dépend, à la fois, du 

caractère lipophile de leur squelette hydrocarbonée et du caractère hydrophile de leurs 

groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que les 

hydrocarbonées. 
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L’activité antibactérienne des polyphénols est directement liée à leur structure 

chimique. L’efficacité d’un composé phénolique dépend de son poids moléculaire et de son 

hétérogénéité (Hagerman et Bulter, 1981). La toxicité microbienne des polyphénols semble 

être relative à la position  et au nombre de groupements hydroxyles du cycle phénolique; une 

augmentation de  l’hydroxylation augmente la toxicité et l'activité antimicrobienne (Cowan, 

1999). 

III.3.2.Activité liée à la composition au microorganisme 

La structure de la paroi des microorganismes intervient dans la résistance naturelle,           

ainsi,  l’activité antibactérienne varie  selon que la bactérie  en question soit Gram
-
 ou Gram

+
. 

D’une manière générale, les polyphénols sont plus actifs sur les bactéries Gram
+ 

que les 

bactéries Gram
-
 . Cela revient au fait que la paroi des bactéries Gram

-
 limite la diffusion des 

composés hydrophobes par sa couche de lipopolysacharides  (Lambert et al, 2001 ; Tian et 

al., 2009 ). La résistance bactérienne aux Hes  et aux polyphénols, liée à la formation du 

biofilm.                                                                                                                                     

En  effet, un isolat clinique récent peut montrer une Résistance augmentée, pouvant 

provenir des interactions avec les cellules de l’hôte (Alviano D., Alviano C., 2009).Tandis 

que les  

microorganismes évoluant sous forme planctonique sont plus susceptibles (Fine et al., 2001). 
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IV. Notion sur les plantes étudiées 

 Les plantes aromatiques sont utilisées comme tous les végétaux en médecine, en 

agroalimentaire, en cosmétique et pour l’aromatisation culinaire. Elles font partie de notre 

quotidien sans que nous le sachions. Il reste difficile de définir les molécules responsables de 

l’action, bien que certains effets pharmacologiques prouvés sur l'animal aient été attribués à  

des composés tels que les alcaloïdes des terpènes, stéroïdes et des composés polyphénoliques. 

IV.1. Rosmarinus officinalis L 

IV.1.1.Classification botanique 

Règne :                                       plante 

Embranchement :                      Spermaphytes. 

Sous-embranchement :              Angiospermes. 

Classe:                                       Dicotyledones. 

Famille :                                     Lamiaceae  

Genre :                                       Rosmarinus 

 Espèce :                                     Romarinus officinalis L. (Quezel et santa, 1963) 

  IV.1.2. Habitat et description 

 Le romarin se trouve dans toutes les contrées mondiales de l’Europe, plus 

particulièrement sur le pourtour méditerranéen, de préférence dans les lieux secs et arides, 

exposés au soleil, à l’état sauvage il se trouve sur des sols calcaires (Boullard, 2010).  

Le Rosmarinus officinalis L. (Figure 5) dont le nom rose de mer vient simplement du fait qu'il 

pousse spontanément au bord de la mer (Iserin et al., 2007) . Les feuilles sont étroitement 

lancéolées linéaires, faibles et coriaces, les fleurs d’une bleue pale, maculées intérieurement 

de violet sont disposées en courtes grappes denses s'épanouissent presque tout au long de 

l'année (Gonzalez-trujan0 et al. 2007et  Atik bekkara et al. 2007). Son écorce s’écaille sur les  

branches les plus âgées et son odeur est extrêmement odorante et tenace (Delille, 2007). 
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Figure 5: Rosmarinus officinalis L. Djebel Antar, Béchar (Makhloufi, 2009) 

IV.1.3. Composition et utilisation et propriétés thérapeutiques:   

Le composé majoritaire des Hes du Romarin varie d’une région à l’autre. On trouve le 

1-8 cinéole, le camphre, α-pinène, ß-pinène, le pinène, le linalool, le limonène (Atik Bekkara 

et al., 2007). L e Romarin est souvent cultivé pour son Hes. Dans la médecine traditionnelle, 

ses parties ariennes sont utilisées par voie orale pour traiter les céphalées et les migraines et 

les coliques. Il améliore les fonctions hépatiques et biliaires en cas de troubles digestifs. C’est 

un hypoglycémique, il soigne les affections oculaires (Heinrich et al., 2006).                     

 L’huile du romain a été largement utilisée pendant des siècles, comme un des 

ingrédients en produit de beauté, savon, aussi bien pour l’assaisonnement et la conservation  

des produits alimentaires (Arnold et al., 1997). 

IV.2. Phoenix dactylifera L 

IV.2.1.Taxonomie et systématique  

Le palmier dattier a été dénommé Phoenix dactylifera L. Phoenix dérive de Phoinix, 

nom du dattier chez les Grecs de l'antiquité, qui le considéraient comme l'arbre des 

phoeniciens ; dactylifera vient du latin dactylus dérivant du grec dactulos signifiant doigt, en 

raison de la forme du fruit  est une plante dioïque, c’est-à-dire existe des dattiers males 

(Dokhar) et des dattiers femelles (Nakhla). La classification du palmier dattier est comme  

présentée comme suit :  
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Embranchement :              Phanérogames 

Sous embranchement :     Angiospermes 

Classe :                                Monocotylédones  

Groupe :                              Phoenocoides 

Ordre :                                Palmale 

Famille :                             Areacaceae (Palmaceae) 

Sous-famille :                     Coryphoideae 

Genre :                               Phoenix 

Espèce :                             Phoenix dactylifera L  (Laouini, 2014) 

 

  

Figure 6: Les dattes et le régime du palmier Phoenix dactylifera L (Laouini, 2014). 

IV.2.2.Répartition géographique du Phoenix dactylifera L 

IV.2.2.1.Dans le monde 

La culture du palmier dattier est concentrée dans les régions arides au Sud de la 

Méditerranée et dans la frange méridionale du proche Orient de puis le Sud de l'Iran à l'Est 

Jusqu’à la côte atlantique de l'Afrique du Nord à l'Ouest. L'Espagne reste le seul pays 

d'Europe à produire des dattes principalement dans la palmeraie d'Elche, située à l'Ouest 

d'Alicante. Le palmier dattier est aussi cultivé au Mexique, en Argentine et en Australie à  

L’Etats-Unis d’Amérique (Laouini, 2014). 

IV.2.2.2.En Algérie 

La culture du palmier dattier occupe toutes les régions situées sous l'Atlas saharien 

depuis la frontière Marocaine à l'Ouest jusqu'à la frontière Est Tuniso-libyenne. Du Nord au 

Partie 

utilisée  

du 

régime 
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Sud du pays, elle s'étend depuis la limite Sud de l'Atlas saharien jusqu'à Reggane à l'Ouest, 

Tamanrasset au centre et Djanet à l’Est. Le palmier dattier est cultivé principalement  au 

niveau de quatre wilayas: Biskra 23 %, Adrar 22 %, El-Oued 21 % et Ouargla15 %.  En 

Algérie, les dattes les plus populaires sont : Hamraya (Deglet Hamra), Ghars et La Deglet 

Nour / Deglet-En-Nour qui veut dire « doigts de lumière » a été ramenée en Algérie vers le 

8ème siècle. Elle est qualifiée de « le renne des dattes » et l'un des produits phares de  

l’agriculture algérienne (Ben Abbes, 2011). 

 IV.2.3. Utilisation du Phoenix dactylifera L 

Des travaux ont porté surtout sur les transformations biologiques en utilisant la pulpe 

de datte comme source de carbone. On cite à ce titre les produits obtenus par les conversions 

microbiennes qui sont des métabolites secondaires tels que l’alcool, l’acide acétique, l’acide 

citrique, l’acide lactique, l’oxytétracycline et la levure. D’autres travaux ont étudié les 

transformations technologiques de dattes pour produire des pâtes, des comprimés, des farines, 

vinaigre ou des sirops de dattes (Mrabet et al., 2008; Acourene et al., 2008 , Benamara et al., 

2004). Les noyaux de dattes sont aussi utilisés pour la production d’une huile à haute capacité 

antioxydante ou pour la préparation des extraits à activité anti-rides (Bausa et al., 2002) . 

Dans ce même contexte de valorisation des dattes, certains aspects thérapeutiques ont été 

aussi évalués. L’activité immunostimulante, anti-tumeur, antioxydante, antimutagène, anti-

inflammatoire, stimulatrice du transit gastro-intestinal, antibactérienne et antifongique sont 

vérifiées chez plusieurs extraits de datte (Laouini, 2014). 
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        I. Matériels et méthodes 

Ce travail a pour objectif l’évaluation de l’activité antibactérienne de Hes de 

Romarinus officinalis L et l’extrait de Phoenix dactylifera L, a été réalisé  au Laboratoire de 

Biomathématique, Biophysique, Biochimie et Scientométrie (L3BS), Faculté des Sciences de 

la Nature et de la Vie, Université de Bejaia. L’extraction de l’He du romarin est 

effectuée au laboratoire BELAQ  de DBK. 

I.1. Matériel 

I.1.1. Matériels végétal 

 Le matériel végétal  est constitué de : 

  - Régime  de Phoenix dactylifera L a été récolté en Mai, 2016 dans la région Tébessa. 

Après nettoyage à l’eau distillée, la tige est  séchée à  l’air libre jusqu’à stabilité du poids, puis 

broyée et tamisée. La poudre ayant un diamètre inférieur à 125µm est conservée à l’abri de la 

lumière et de l’humidité) (figure7). 

- Feuilles de Romarinus officinalis L: Les feuilles de Romarinus officinalis L ont été 

récoltées au mois de Mai 2016  à Tiaret.  Les échantillons ont subi un séchage à l'ombre pour  

faciliter leur stockage. 

  I.1.2. Matériel biologiques  

I.1.2.1. Les souches bactériennes 

Deux  souches psychrotrophes à savoir   Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  et 

Pseudomonas Sp. isolée de l’espadon congelée  sont utilisées pour cible. Les souches sont  

entretenues par repiquages successifs sur gélose nutritive à 37 °C. 

I.2. Méthodes  

    

Figure 7: Les étapes suivies pour la préparation de la poudre de P. dactylifera 
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I.2.1. Extraction des composés Phénolique                                                                                                     

I.2.1.1. Principe d’extraction par micro-onde (EAM) 

L’extraction assistée par micro-ondes offre un transfert rapide d’énergie et un 

chauffage simultané de l’ensemble « solvant et matrice végétale solide ». Le principe de 

l'extraction par micro-ondes est d'apporter, très sélectivement, une grande quantité d'énergie à 

l'intérieur de la cellule végétale ou biologique pour provoquer sa rupture sans dégrader les 

produits libérés. En absorbant, l’énergie des microondes, l’eau présente dans la matrice 

végétale favorise la rupture des cellules, facilitant ainsi la libération des produits chimiques de 

la matrice et améliorant leur extraction (Kaufmann et al., 2001). 

  

 
 

Figure 8 : Photographie du dispositif d’extraction des composés phénolique par EAM  

 I.2.1.2. Etude préliminaire 

  Une étude préliminaire a été effectuée dans le but de sélectionner les conditions 

optimales d’extraction des composées phénoliques. La méthodologie consiste à fixer tous les 

paramètres et à n’en faire varier qu’un. L’effet de chaque paramètre est évalué en déterminant 

la teneur en polyphénols totaux. Nous avons adopté pour une optimisation par plan 

d’expériences (plan factoriel). Les résultats obtenus sont utilisés dans le but d’optimiser les 

conditions d’extraction à l’aide de surface de réponse.  
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Tableau I : Conditions d’extraction utilisées dans l’étude préliminaire 

 

Type de solvant                 Temps d’irradiation        Puissance d’irradiation      Acidité 

      (s) (w)    (pH) 

 

Eaux       30 100  2 

Acétone      60 200 2.5 

Ethanol     90 300 3.5 

Méthanol   120 400  4 

  150    500  5 

  170 600  7 

  210 700 

 800 

  

 

 

 

I.2.1.3. Paramètres expérimentaux du plan d’expériences (facteurs) 

Différents facteurs peuvent influer la qualité d’EAM. Dans notre étude, les paramètres 

expérimentaux qui seront pris en compte dans l’optimisation sont le type du solvant, le temps 

d’extraction, la puissance d’irradiation de micro-ondes, le pH du meilleur solvant extracteur. 

Il a été décidé de couvrir toute la gamme de puissance disponible sur l’appareil micro-ondes  

dont nous disposons (100-900W) (Thomas, 2012). 

I.2.1.4. Extraction des composées phénoliques assistée par micro-ondes 

L’extraction par micro-ondes des composés phénoliques de la poudre du régime de 

datte a été réalisée comme suit : 

Dans un ballon d’extraction, 0,12 g de la poudre est mélangé avec un10mL de solvant. Les 

échantillons sont placés dans une micro-onde, par la suite, les extraits obtenus sont soumis à  

Une filtration à l’aide d’un papier filtre.  
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I.2.1.5. Dosage des polyphénols 

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué en utilisant le  réactif de folin–

Ciocalteu (Boudjellal, 2009). Le réactif est formé d’acidehosphotungestique H3PW12O40 et 

d’acide phosphomolybdique H3PMo12O4, qui sont réduits lors de l’oxydation des phénols en 

oxydes bleus de tungstène (W8O23) et de molybdène (Mo8O3), ce qui nous aide à doser les 

phénols dans le visible à 760 nm.  

 60μl de l’extrait sont mélangés avec 1ml du réactif FC et 800 μl de Na2CO3 à 7,5 % (m/v). Le 

mélange est agité et incubé à l’obscurité et à température ambiante pendant 10mn et 

l’absorbance est mesurée à 760 nm par un spectrophotomètre UV. Les résultats sont exprimés 

en mg équivalent acide gallique/g de matière végétale sèche en se référant à la courbe 

D’étalonnage de l’acide gallique (annexe 04).  

I.2.1.6. Modélisation du plan d’expériences 

Afin d’étudier l’influence des facteurs sur les réponses choisies, nous nous sommes 

Orientés vers la réalisation d‘un plan d‘expériences factoriel complet à deux niveaux. Toutes 

Les combinaisons des différents niveaux de facteurs sont réalisées au cours de l‘expérience. 

Les trois facteurs choisis ont été étudiés entre un niveau inférieur (-1) et un niveau supérieur 

(+1): le temps d‘irradiations micro-ondes (90<T<210 sec), la puissance micro-ondes 

(500<P<600 W) et le pH du meilleur solvant extracteur  (2<pH<7). La matrice expérimentale 

du plan d‘expériences est donnée dans le tableau 1. L‘effet des facteurs et de leurs interactions 

de premier ordre (TP, TpH, pHP) ont été modélisés par l‘équation suivante: 

Y = β0 + βT × XT + βP × XP+ βpH × XpH + βTP × (XT × XP) + βTpH × (XT × XpH) + 

βpHP × (X × XP) 

- Y est la réponse 

- β0 est la valeur de la réponse au centre du domaine d‘étude, noté 0 

- βi est l‘effet du facteur i 

- βij est l‘effet de l‘interaction entre les facteurs i et j 

- Xi est le niveau attribué au facteur i 

Les expériences ont été réalisées dans un ordre aléatoire afin de minimiser des 

contraintes extérieures inconnues. 
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Tableau II : Matrice expérimentale du plan d‘expériences factoriel complet à deux 

niveaux pour les trois facteurs étudiés : Les niveaux -1, 0 et +1 représentent 

respectivement le niveau inférieur, le centre, et le niveau supérieur du domaine d’étude 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

  I.2.1.7. Analyse statistique 

Chaque essai d'extraction et toutes les analyses ont été effectuées 3 fois et toutes les 

données ont été rapportées en moyenne ± E.T.L’influence de chaque facteur sur le rendement 

de PT dans l'expérience a un seul facteur pour le  EMA a été statistiquement évaluée par le 

test post hoc ANOVA et Tukey’s a un niveau de confiance de 95% 2. P <0,05  a été pris 

comme niveau significatif  le logiciel JMP (version 7.0, SAS) a été utilisés pour analyser 

toutes les  

Résultats et pour la réalisation du RSM (Dahmoune et al., 2013). 
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I.2.2. Extraction des Hes 

I.2.2.1. Description du dispositif d’extraction 

 

                                                                                                                       Réfrigèrent avec : 

                                                                                                               

Entrée et sortie d’eau 

                                                                                                                 Chaude et froide 

 

 Ballon : Matière végétale  

Imprégnée dans l’eau  

Distillée 

 

 

 

 

 

 

Chauffe ballon                                                                                                         Récipient pour  

De mélange eau                                                                                                                                                         

et huile essentielle 

 

 

Figure  9: Dispositif utilisé pour l’extraction des H.E par hydrodistillation  

I.2.2.2. Procédé d’extraction 

100 g des fleuilles sèches sont mises dans un ballon à fond rond, additionnées de 

600ml d’eau distillée. L’ensemble est porté à ébullition pendant environ 4 heures,  l’He est 

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

(Amarti et al., 2009 ). Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile 

mince à la Surface qui sera par la suite séparée, après repos du liquide. L’He obtenue est 

gardée au réfrigérateur à 6° C et à l’obscurité. 

La récupération de cette huile est réalisée dans une ampoule à décanter de 250ml, dans 

laquelle, le mélange précédent, se sépare en deux phases non miscibles. 
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Figure 10: Séparation des H.es par décantation  

 
I.2.2.3. Détermination du rendement des huiles essentielles extraire 

Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné Par la formule suivante : 

R= (M-M0/MT) x100 

 

RHE : rendement en huile essentielle des fleurs sèches % ; 

M : masse d’huile essentielle en gramme à partir des fleurs sèches g ; 

M0 : masse de bicher vide g ; 

MT : masse de la matière végétale sèche utilisée en gramme g ; 
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I.2.3.Evaluation de l’activité antibactérienne 

I.2.3.1. Préparation de l’inoculum 

I.2.3.1.1. Préparation de pré-culture 

Les tests antibactérienne doivent être réalisés à partir des cultures jeunes de (18à 24 

heures) en phase de croissance exponentielle des souches est effectuée par ensemencement de 

l’espèce bactérienne dans un milieu liquide (BHIB). Après incubation pendant 24 heures à 

37°C, un deuxième repiquage est réalisé dans des boites de pétri contenant de la gélose 

nutritive(GN) puis incubées à 37 °C pendant 18 heures. 

I.2.3.1.2. Préparation des suspensions bactériennes 

A Partir de la culture bactérienne jeune (sur GN), quelques colonies sont prélevées et 

dissoutes dans de l’eau physiologique stérile dans un tube stérile, on agit au vortex pendant 

quelques secondes. 

Ensuite, nous avons standardisé la charge de l’inoculum en mesurant la densité 

optique à l’aide d’un spectrophotomètre en partant du principe que, la densité optique (DO) 

comprise dans l’intervalle allant de 0.08 à 0.1, est équivalente à une charge bactérienne de 

10
7
UFC/ml à 620nm ( Gachkar et al., 2007 ). 

 L’activité antibactérienne d’huile de romarin, des polypéhnols de P. dactylifera L, 

l’acide acétique (dilué à 1/8) et de leurs combinaisons a été évaluée par la méthode de  

diffusion sur gélose.  

I.2.3.2. Evaluation de l’activité antibactérienne par la méthode de diffusion 

L’ensemencement de  gélose Muller Hinton a été fait avec écouvillonnage à partir de 

la suspension 10
7
 UFC/mL. Des disques stériles de 6 mm  sont imprégnés de 20 µl d’extrait 

(Gülçin, 2004).  L’extrait  peut être de L’He supplémentée de 10% de DMSO, de l’acide 

lacétique  (1/8), de l’extrait brut de P. dactylifera L. L’effet antimicrobien est apprécié par la 

mesure de la  zone d’inhibition autour du disque. Le témoin  négatif consiste en un disque 

imprégné de 20 µl  de DMSO. Après 2h d’incubation à 4 °C, les boites sont incubées à 37 °C 

pendant 18h-24h,  
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Avec cette méthode, est déterminé l’effet antibactérien des polyphénoles extrait de 

régime de datte, d’huile essentielle de Romarin, à différente concentration (le 100% est  l’He 

sans dilution ,90%, 80%, 70% ,60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%). De la même manière, nous 

avons étudié l’effet de l’acide acétique avec plusieurs concentrations allant de 25%, à 1.56% 

sur les deux souches testés.   

   

Lecture 

La lecture se fait par la mesure du diamètre de la zone d’inhibition autour de chaque 

Disque à l’aide d’un pied de coulisse ou une règle en (mm). Les résultats sont exprimés par le 

Diamètre de la zone d’inhibition et peut être symbolisé par des signes d’après la sensibilité 

Des souches vis-à-vis des d’extrait (Ponce et al., 2003). 

Non sensible (-) ou résistante : diamètre < 8mm. 

Sensible (+) : diamètre compris entre 9 à 14 mm. 

Très sensible (++) : diamètre compris entre 15 à 19 mm. 

Extrêmement sensible (+++) : diamètre > 20 mm. 

 

I.2.3.3. Etude la synergie entre l’extrait phénolique, l’huile essentielle et l’acide 

acétique 

Dans le but d’avoir un meilleur effet antibactérien, les trois agents antibactériens testés 

individuellement ont été mélangés et les différentes combinaisons (tableau III)  ont été testées  

Selon le protocole préétabli. 
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 Tableau III : La série des dix mélanges employé dans le test de l’activité  

antibactérienne 

Extrait 

Combinaison 

L’acide acétique 

(1/8) 

Extrait phénolique 

100% 

He.s 

(95%) 

E1 0 0 100 

E2 0 100 0 

E3 100  0 0 

E4 33 33 33 

E5 66 16 16 

E6 16 16 66 

E7 16 66 16 

E8 0 50 50 

E9 50 0 50 

E10 50 50 0 

E11 25 75 0 

E12 0 25 75 

E13 75 0 25 
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I. Résultat et discussion 

I.1.Extraction des polyphenols de Palmier dattier du Phoenix dactylifera L 

            I.1.1.Etude préliminaire pour la sélection des conditions d’extractions 

appropriées 

L’extraction est l'une des étapes essentielles de la recherche des métabolites 

secondaires  végétaux. L’efficacité générale d’extraction des composés phénoliques est 

influencée par de nombreux paramètres (Dahmoun et al., 2013). L’étude préliminaire a été 

réalisée afin de déterminer les champs expérimentaux appropriés à prendre en considération 

au cours du processus d'optimisation (un rendement maximal en polyphénols totaux (PT). 

Dans cette étude, les effets de la puissance micro-ondes, le temps d'irradiation, le type du 

solvant et l’acidité du solvant ont été systématiquement étudiés séparément. Les résultats sont  

Présentés dans le (tableau IV). 

I.1.1.1.Effet du solvant 

Les solvants testés (éthanol 99%, acétone 99%, le méthanol 99%  et l'eau) sont les 

solvants les plus couramment utilisés dans l'extraction phénolique des matériaux botaniques 

(Dahmoun et al, 2013). Le type de solvant influence de façon significative sur le rendement 

de PT dans le régime de datte. L’eau  et l’acétone (de  6.32 mg EAG/g MS  et 6.17 mg EAG/g 

MS respectivement). Et l’eau a été fixée comme solvant d’extraction pour le  reste des 

expériences.  

En outre, la constante diélectrique de l’eau  est de (Ԑ’=80,4) ce qui le rend adéquat 

pour l’extraction des composés phénoliques. Vue que la méthode d’extraction utilisée est celle 

assistée par micro-onde, des études ont démontré que l’eau est un bon absorbant de l’énergie 

de microondes, pour une telle méthode d’extraction, L'eau possède une constante diélectrique 

la plus élevée et le facteur de dissipation faible (tg = 1,570), par conséquent, la vitesse par 

laquelle l'eau absorbe l'énergie des micro-ondes est supérieure à la vitesse à la quelle le 

système peut dissiper la chaleur, ces phénomènes expliquer l'effet "sur chauffage " qui se 

produit lorsque l'eau est utilisée (Prestos et komaitis, 2008). 

Selon la loi de polarité, l’eau qui a permis d’extraire le maximum de composés 

phénoliques cecipeut s’expliquer par le fait que le régime de datte est riche en   polyphénols 

de polarité élevé. 
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Tableau IV : Les résultats des expériences à un seul facteur par micro-ondes assisté extraction. Les résultats sont présentés comme des 

moyens± E.T. Mêmes lettres dans la même colonne se réfèrent à des moyennes non statistiquement différentes selon le test d’ANOVA et 

Tukey. TPC, le rendement des phénols totaux visés  en  poids sec (MS) Du régime de datte; EAG, équivalents d'acide gallique. 
 

Solvant                                              Acidité                                      Temps d’irradiation                               Puissance d’irradiation   

Type                    TPC                           pH                TPC                          (s)             TPC (W)                 TPC 

                     (mgEAG/gES)                              (mgEAG/gES)                           (mgEAS /gES )                                      (mgEAG/gES) 

Eau distillé  6.325 ± 0.182
a
 2 7.812 ±0.03

ab
  30 6.147±0.649

b
 100                 6.04  ±0.195

b 

Acétone              6.175 ± 0.084
a
           2.5            7.692 ±0.057

ab
                 60            6.327±0.183

b
                      200                 6.148 ±0.254

b 

Méthanol 5.138  ± 0.173
b
       3.5            6.382 ±0.286

c
  90 8,239±0.03

a
                         300                5.996 ±0.320

b 

Ethanol 4.836  ± 0.045
b
  4             6.429 ±0.309

c
 120  8.071±0.441

a
 400                6.30   ±0.388

b 

 5  7.458 ±0.176
b
  150 8.471±0.062

a
 500  6.765 ±0.198

b 

 7   8.475 ±0.265
a
 180 7.724±0.644

a
 600   8.456 ±0.035

a 

 210 8.109±0.092
 a
 700  6.561 ±0.660

b 

 800  4.113 ±0.098
c 

 900  3.741 ±0.398
c 
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  I.1.1.2. Effet des fréquences 

 

La puissance  des micro-ondes émises  influencent de façon significative le rendement en PT 

(Tableau IV). Le rendement maximal en PT obtenu à différente puissance a été 

significativement différent, le rendement augmente  avec la puissance micro-ondes de 100 à 

600 W. Le résultat obtenu est probablement du à une amélioration de la récupération des 

composés phénoliques en raison d'un effet de chauffage avec une augmentation conséquente 

des phénomènes de transfert de masse (Dahmoun et al., 2013). En effet, l’élévation de la 

température augmente la solubilité et la diffusivité de la solution et réduit sa viscosité et, par 

conséquent une meilleure diffusion du solvant dans les parties internes de la matrice.  Le 

rendement diminue de 700  à 900, ce qui peut être traduit par une dégradation des composés 

phénoliques. 

La puissance 600w a été utilisée pour les prochains essais à un seul  facteur.  

1.1.1.3. Effet du temps d’irradiation  

Le temps d'extraction est un autre paramètre important influençant l'extraction des 

composés phénoliques. Le rendement est meilleur quand le temps est compris entre  90-150s.  

Sachant que c’est le chauffage des traces microscopiques d’humidité qui va conduire à un 

meilleur transfert de matière intracellulaire, d’où un meilleur rendement. En effet, 

l’augmentation du temps d’extraction accroit les chances d’un chauffage total de ces traces 

microscopiques. De plus, l’augmentation de temps assure un meilleur contact solvant/matrice, 

ce qui donne effectivement un meilleur rendement (Ghafoor et al., 2009). Le temps 

d’extraction qui a donné le meilleur rendement en composés phénoliques 150s, avec 

dégradation thermique apparente des composés phénoliques à plus longs temps d'irradiation 

(Proestos et Komaitis, 2008). Une diminution du rendement est marqué au-delà de 150s, cela 

peut s’expliquer par la prolongation de temps susceptible d’augmenter le risque de 

décomposition et l'oxydation des composés phénoliques en raison de leur longue exposition à 

des facteurs environnementaux défavorables telles que la température, la lumière et l'oxygène 

(Naczk et Shahidi, 2004). Cette réduction peut, également, être bien expliquée par la loi de la 

diffusion de Fick, qui démontre qu'un équilibre final entre les concentrations de soluté dans la 

matrice solide (matrice végétale) et dans la solution en vrac (solvant) peut être atteint au bout 

d'un certain temps, ce qui conduit à la décélération dans le rendement d'extraction (Silva et 

al., 2007). 
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 D'autre part, le temps d'extraction prolongé peut augmenter la perte de solvant par 

évaporation qui affecte directement la perte de taux solvant-solide de l'extraction. Sur la base 

de ces résultats, 150s a été sélectionné pour le prochain facteur, tandis que la gamme 90-210s 

a été choisie pour les essais MSR. 

 

I.1.1.4. Effet du pH  

Le pH et un des facteurs qui joue un rôle très important dans la procédure d’extraction. 

Les phénols insolubilisés au niveau des parois pectocellulosique et dans la cutine ou la 

suberine ne peuvent être facilement  extraits, d’ou  l’intérêt d’hydrolyses chimiques des parois 

cellulaires. Le (tableau IV). Montre que le pH influence de façon significative le rendement 

de PT. La teneur  en ces composés augmente avec l’élévation du pH  2 ; 2,5 ; 5 et atteint le 

meilleur rendement à pH 7. Il a été rapporté qu’à pH <3, les anthocyanes sont plus stables, 

alors qu’à pH 7,  les polyphénols sont sous forme quinonique  ou chalcone, les 

proanthocyanidines sont obtenu à un pH de 3,5. Le terme «proanthocyanidines» est dérivé du 

fait qu'ils sont clivés en anthocyanidines lors d'un traitement thermique à pH acide. (Zam et 

al, 2012). 

La diminution du pH à 3.5 et 4 peut être expliquée par l’estérification du COOH libre 

des anthocyanosides acylés par un diacide ou leur oxydation (Zam et al, 2012). 

Sur la base de ces résultats, le pH 7 a été sélectionné pour le prochain facteur et  la  

gamme de pH entre 2 et 7 a été choisie pour les essais MSR. 

.      I.1.2. Dosage des polyphenols  

            La détermination de la teneur en polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode de 

Folin-Ciocalteu, la faible spécificité du réactif  est l’inconvénient principale du dosage 

colorimétrique, le réactif est très sensible à la réduction de tous les groupes hydroxyles 

(Vuorela, 2005). 

           Les quantités des  polyphénols correspondantes ont été  calculées à partir de la courbe 

d'étalonnage et exprimées en milligrammes par  grammes de la matière sèche équivalent en 

acide gallique en utilisant l’équation : 

y =  9.4488x+0.0263 avec  R²=0.999 
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            Les différents dosages ont mit en évidence la présence des polyphénols  en (mg 

EAG/g MS) dans quatre solvants différents. La plus faible valeur est enregistrée par l’éthanol  

4.83 mg EAG/g MS  et 4.13, 6.17 mg EAG/g MS sont les valeurs enregistré respectivement 

par le méthanol et acétone ce qui peut être expliquer par la faible solubilité des polyphenols 

dans les solvants organiques purs due renfermant  des  liaisons hydrogènes entre les 

polyphenols et les protéines qui s’y trouve. Le solvant qui donne un  dosage en polyphenols le 

plus élevé est l’eau dont la polarité est élevée par  rapport aux autres solvants avec une valeur 

de  6.32 mg EAG/g MS., ce qui en concordance avec l’étude réalisée par (Dahmoun et al., 

2013) sur Citrus limon avec une valeur enregistré 7.38 mg EAG/g MS. 

 

           La polyphenols oxydase peut être responsable d’une baisse du taux de polyphénols 

totaux. Lors de l’extraction et qu’une concertation de 70 % de solvant est nécessaire pour 

inhiber l’activité de cette enzyme (Lapornike et al., 2005). Plusieurs  facteurs  peuvent 

affecter l’extraction  et la teneur des polyphénols, notamment l’origine de la plante  sa 

provenance géographique  la saison de la récolte, l’âge de la matière. Les teneurs en composés 

phénoliques sont élevés lorsque les conditions  de vie ne sont pas adéquates, il s’agitd’un 

mécanisme d’adaptation et de survie qui pousserait la plante à synthétiser des métabolites 

secondaire dans un but protecteur. 
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I.1.3.Optimisation de l’extraction assistée par microondes  

I.1.3.1.Modélisation et optimisation en utilisant CCD-MSR dans le processus 

d’extraction  

Les résultats de la modélisation de l’extraction des polyphénols ont été réalisés à l'aide 

du logiciel JMP 7. Il est utilisé pour le traitement des résultats de modèles expérimentaux. 

Toutes les expériences effectuées ont été répétées trois fois pour évaluer la qualité du modèle 

établi. 

D'après la conception des composés centraux (CCD), des expériences ont été réalisées 

afin de connaître les conditions de combinaisons optimales Trois variables indépendantes 

(puissance micro-ondes, le temps, et le pH du solvant) ont été optimisés en utilisant CCD. 

Le rendement d'extraction par micro-ondes a été estimé par la mesure de PT. A la 

conception expérimentale par le CCD, 17 essais de l'extraction dont trois répétitions du point  

central ont été réalisée. 

I.1.3.2. Evaluation de la qualité du model 

 

 

 

Figure 11 : Régression linéaire du model quadratique 
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L'évaluation de la qualité estimée du modèle quadratique choisi pour modéliser les 

conditions d'extraction des polyphénols a été effectuée à l'aide d'outils statistiques: la 

régression linéaire et la régression ajustée ces deux derniers  ont été déterminés par le logiciel  

de conception expérimentale JMP7. 

La régression linéaire du modèle, a permis d'évaluer graphiquement la qualité du 

modèle mis en place. Il est représenté par la linéarité des points mesurés par le modèle réel en 

fonction des points considérés par l'équation quadratique. La validité  du modèle est 

déterminée  si le coefficient de la régression linéaire ou de détermination est égal ou supérieur 

à 0,80. L’analyse de régression linéaire  est représentée sur la (Figure 11). Le coefficient de 

détermination  R² est égal à 0,99.Et Le coefficient de la régression ajusté R
2

A est égal à 0,97 

(tableau VI). Ceci  montre que plus de 97% de variation observée est expliqué par les effets 

directs des facteurs. Le coefficient ajusté du modèle permet d’évaluer la qualité de 

l'ajustement du modèle établi Les résultats du coefficient de détermination et de détermination 

ajusté R² et R²A  (0.99 ,0.97 respectivement) sont des coefficients très proches  à 1. Ce qui 

montre que le model quadratique est adéquat  (Rhazi et al, 2015). 
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I.1.3.3.La validation du modèle quadratique pour la modélisation d’EAM 

Le (tableau VI) montre les résultats d’une analyse de variance pour la validation du 

modèle adéquat. Les valeurs de probabilité (P)>F inférieure à 0,05 et 0,01 indiquent que le 

modèle est respectivement significatif  et très significatif, et les valeurs supérieures à 0,05 

indiquent que  le  modèle  n’est pas significatif. D'après le (tableau VI), l'analyse de la 

variance montre que le modèle était hautement significative avec une valeur p <0,0001, ce qui 

signifie que le modèle représente les données de manière satisfaisante.  En outre, les valeurs 

de l'erreur pure est  très faible 0.054, ce qui indique une bonne reproductibilité des données. 

la valeur prédite (8,80 ±0.56 mg EAG /g MS), qui est très proche de la valeur expérimentale 

(8.25±0.03 mg EAG /g MS) (figure 12), ce qui  implique un degrés de corrélations élevé entre 

les données observées et les valeurs prédites du modèle de régression (Dahmoun et al., 2013 ; 

rhazi et al.,2015).(Tableau V) ceci est encore démontré par les coefficients de détermination 

R² et les coefficients ajustés R
2

A  qui sont proches de 1.  Le défaut d’ajustement n’est pas 

significatif (P>0,05) par rapport à l’erreur pure, ce qui confirme la validation du modèle (Chin 

et al., 2010). Dans un model, si la P-value du défaut d’ajustement est significative, ce model 

sera rejeté (Granato et al., 2011). 

 

 
 

Figure 12 : Les  valeurs expérimentale et prédite (optimum). 
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Tableau V: L'analyse de variance (ANOVA) pour des résultats expérimentaux obtenus 

en utilisant MAE. 

. 
 
 

Source              Sum of squares              Rapport F                    P-value Prob>F 
 
Model                      44,479807                      59.9116                            <0.0001  

Défaut                      0, 52322825                    3, 8606                             0, 2184 

 D’ajustement  
Erreur Pure            0, 05421267                                 /                                                   / 

R2         0,987184 

R2 adj                     0,970707 

 

 

 

I.1.3.4.Détermination de l'équation du model   

Après avoir validé le modèle quadratique établi des polyphénols, l'équation de ce 

modèle peut être déterminée.  Les coefficients sont estimés par la méthode des moindres 

carrés. Ils sont dits significatifs si la valeur p était inférieure à 0,01. Les effets significatifs 

sont présentés sur la (Figure13).   L’effet  linéaire, des trois facteurs (temps d'extraction et pH 

du meilleur solvant extracteur et la puissance des micro-ondes), l'effet quadratique de ces 

facteurs et leurs interactions sont très importantes (P <0, 0001), pour améliorer les rendements 

des polyphénols extraits par micro-ondes. L’équation du modèle quadratique est utilisée pour 

la modélisation les conditions d’extraction des polyphénols, déterminée selon les résultats du 

logiciel JMP 7 (Rhazi et al, 2015), les effets non significatifs (P> 0,01) ont été négliger 

(Dahmoun et al., 2013).  L'équation de prédiction suivante a été obtenue: 

équation:  Y = 5.28 + 0.70X1 −1.39 X2- 0.55 X3 + 0.63 X1X2 + 0.36 X1X3 − 0.32 X2 X3       

+2.02 X1
2
 − 0.06 X2

2
 − 0.92 X3

2   
 (1)
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Figure 13: Effets significatifs des coefficients du modèle d'équation établie de 

polyphénols 

 

L’équation montrent que le facteur qui possède une influence significative positive sur 

l’extraction des PT  de la poudre du régime de datte est le pH (X1), avec une probabilité 

P=0,001 et un coefficient de l’ordre de α= 0.70. 

Par contre, le  temps d’irradiation (X2) et la puissance d’irradiation (X3) possèdent une 

influence significative négative avec les probabilités P=0,001, P=0,005 et des coefficients de 

l’ordre de α= -1.39, α= -0.55, respectivement 

L’effet quadratique le plus prononcé est représenté par l’effet X1X1(pH*pH) avec une 

probabilité de l’ordre de p<0.0001, suivi par l’effet quadratique de X3X3 (W*W) avec une 

probabilité de l’ordre de p=0.0012,  les deux sont inférieurs à 0.05. Contrairement à l’autre 

effet quadratique X2X2(temps*temps) qui est non significatif avec une probabilité P>0.05  

0.7087). 

I.1.3.5.Analyse de la réponse de surface  

Après validation du modèle établi des polyphénols, les conditions d'extraction optimales ont 

été déterminées en utilisant le profil de prédiction (figure 14) et la méthode de surface de 

réponses. 
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Figure 14 : Profil de prédiction déterminant  les conditions optimales d’extraction  pH 

(X1)=7, temps d'irradiation (X2)=1.5min et la puissance d’irradiation(X3)=600W.  

8,800335 ±0.565518 mg EAG /g MS est l’optimum d’extraction. 

Le profil de prédiction permet de visualiser les conditions optimales de trois facteurs 

lorsque l'un des facteurs a été fixé et déterminer le meilleur rendement d’extraction. Elle 

permet également, de comparer la valeur  estimée (prédite) avec la valeur réelle 

(expérimentale). Les conditions optimales pour extraire les polyphénols, déterminées à l'aide 

du logiciel JMP7 sont  représenté sur la (figure14). Indiquant que la teneur maximale en 

polyphénols est de 8,80 ±0.56 mg EAG /g ES, dans les conditions suivantes: puissance 

d’irradiation 600 W, temps d’irradiation a 1min 30s, pH 7 du  meilleur solvant extracteur. 

La meilleure façon de visualiser l'influence des variables indépendantes sur une 

variable dépendante est le modèle de réponse de surface (Wei et al., 2009), qui joue un rôle 

clé dans l'identification de la valeur optimale des variables indépendantes  pour que la 

variable dépendante pourrait atteindre le maximum (Sun et al., 2011). 

 Les tracés 3D de la réponse de surface sont des représentations graphiques de 

l'équation de régression (1). Ils proposent une méthode pour visualiser la relation entre la 

réponse et les niveaux expérimentaux de chaque variable et le type d'interaction entre deux 
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variables. La conception  du MRS avec 17 expériences a été utilisée pour optimiser les trois 

variables (puissance d’irradiation, temps d'irradiation et le pH), visant à maximiser le 

rendement du TPC. 

 

   

XX  

 

 

 

 

 

 
 

    

 

Figure 15: l’effet  des interactions : (pH*temps), (temps*puissance),( puissance* pH) 

Les résultats de l’étude montre des interactions des trois variables (X1, X2, et X3) 

présentent L’existence d’une interaction significative sur l’extraction des polyphénols  du 

régime de datte. L’interaction X1X3 (pH*temps) est la plus significative avec une probabilité 

d’ordre P=0.0005. La meilleure valeur  d’extraction est atteinte  pendant 90s à pH7. 
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 La figure montre que  la teneur en PT augmente avec l’augmentation de  la variable  

indépendante X3(puissance) et diminue avec l’augmentation  X2 (temps)  et la meilleure 

valeur  d’extraction est atteinte  pendant 90s à 600W.les interactions significatives de X2 X3 

(temps*puissance) et de X1 X3 (pH * puissance) ont été démontrées avec des probabilités  

d’ordre (P=0.0169, P=0.0098). 

I.1.3.6.L’extraction finale  

           L’extraction finale par microonde assisté en utilisant la méthode solide –liquide a été 

faite après détermination des conditions optimales pour une extraction maximale de composé 

phénolique à l’aide du logiciel JMP7, les conditions optimales sont : puissance d’irradiation 

600W, temps d’irradiation 90s et pH 7 du meilleur solvant extracteur. En utilisant 5 g de 

poudre végétale avec 40 ml d’eau on a obtenu un rendement de 18.6 %.  

 

II.2.Rendement en Hes 

Le rendement en Hes de R. Officinalis est de taux de 0.76%. Selon les travaux  (Atik 

Bekkara et al., 2007) ont obtenu un taux proche (0,8%). (Hilan et al 2006)  et (Biljana et al 

2007) ont des taux supérieurs  (1,52% et 1,18%) respectivement (Makhloufi, 2009).  

Malgré que la technique d’extraction est la même ; cette différence peut être expliqué 

variation des facteurs suivants : le stade de croissance, les conditions pédoclimatique, la 

période du récolte, le temps du récolte, séchage (Edward et al., 1997 ; Russo et al.,1998). 

Plusieurs travaux relatifs au séchage des plantes aromatiques et médicinales influence, 

particulièrement sur le plan quantitatif, au niveau des Hes. Or, dans de mauvaises conditions 

de séchage la plante risque de se dégradée et par suite, la perte de la totalité de ses Hes. Dans 

ce sens, ont trouvé que la teneur en Hes des feuilles du romarin séché à l’ombre pendent une 

semaine est quatre fois supérieure que  celle  de feuilles fraiches. Selon le même protocole, le 

séchage au soleil donne un effet similaire à celui observé à l’ombre mais avec deux 

différences importantes. Tout d’abord, l’optimum est atteint plus rapidement. Par contre, le  

rendement est moins important qu’à l’ombre (Makhloufi, 2011). 
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II.3.Analyse microbiologique 

II.3.1.Evaluation de l’activité de l’huile essentielle de R. officinallis

 

Figure 16 : Histogramme présentant des zones d’inhibition pour pseudomonas 

aeruginosa. 

Pseudomonas aeruginosa est sensible pour toutes les concentrations de l’huile de 

Romarin avec des zones d’inhibition très importante variée de 12 à 28 mm (figure 16). 

 

 

Figure 17: Histogramme présent des zones d’inhibition pour pseudomonas Sp. 
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Les résultats indiquent que  la sensibilité de Pseudomonas Sp sensibilité vis-à-vis les 

dilutions de l’extrait de 30% à 100% et dont on marque un diamètre d’inhibition variée de 9 à 

23 mm, et moins  sensible pour les dilutions de 10% et 20% avec des zones d’inhibition 

variée de 6 à 8 mm, respectivement ( figure 17) . 

Après incubation, les résultats obtenus ont permis de constater que les boites de Pétri 

(Figure 19) contenant des disques imbibés de DMSO ne montrent aucune zone d’inhibition, 

ceci indique donc l’absence totale de l’activité antibactérienne. Ainsi, l’effet antibactérien 

additionnel éventuel du DMSO se trouvant dans les échantillons n’est pas considéré.  

Le résultat de l’effet de l’huile de Romarin sur les deux souches testées après 

incubation à 37 °C pendant 24 heures, ont révèlé une appréciable activité antibactérienne avec 

des diamètres des zones d’inhibition de 23 ± 1.41 mm et 28 ± 2.81 mm pour Pseudomonas Sp 

et pseudomonas aeruginosa respectivement ce qui confirme la sensibilité de ces souche à cet 

antibiotique naturel. Les zones d’inhibition ont  tendance à diminuer à fur et à mesure que la 

concentration de l’extrait diminue, l’extrait manifeste donc une activité antibactérienne  selon 

une relation dose dépendant. Plusieurs auteurs confirment le fait que le diamètre des zones 

d’inhibition des extrait végétaux est fonction de la concetration (Moroh et al., 2008 ; Ksouri 

et al., 2009 ;Yakhlef, 2010 ; Bouzid et al., 2011). 

La corrélations entre les dilution de l’extrait de huile de romarin et les zones 

d’inhibition sont illustrées dans la figure (Figure 18). 

l’effet antibactérien des huile de romarin a révélé de très bonnes corrélations positives 

(R
2

 varié de  0.8 et de 0.93) entre les differente dillution de L’extrait de romarin et les zones 

d’inhibition. 
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Figure 18 : Corrélations entre le diamètre des zones d’inhibition de Pseudomonas 

aeruginosa et Pseudomonas .Sp et les concentrations d’huiles de romarin. 
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Par ailleurs, on remarque que nos résultats montrent une grande variabilité de l’activité 

de l’huile essentielle de Romarin vis-à-vis des deux souches ; il s’est avéré que P 

Pseudomonas aeruginosa est plus sensible que Pseudomonas Sp. 

En général, l’activité antibactérienne  des H.es pourrait être expliquée par l’interaction 

moléculaire des groupements fonctionnels des composants des H.es avec la paroi des 

bactéries, ce qui provoque de profondes lésions. En outre, Dans le domaine agroalimentaires, 

les huiles essentielles ou leurs composés actifs pourraient également être employés comme 

agents de protection contre les microorganismes envahissant les denrées alimentaires (Kurita 

et Koike, 1982 ; Mangena et al., 1999). 

 

 

 

Figure 19 : Activité antibactérienne d’huile essentielle de romarin testée à différentes 

concentrations sur Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas .Sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 

II.3.2.Evaluation de l’activité antibactérienne des polyphénols.  

Les deux souches se sont révélées résistante aux extraits testés. Certaines études ne 

révèlent aucune activité antimicrobienne sélective vis-à-vis des  bactéries Gram (+) ou Gram 

(–) (Guesmi et Boudabous, 2006). La résistance des deux souches peut être attribuée à 

l’incapacité de l’agent antibactérien de diffuser uniformément dans la gélose (Hayouni et al., 

2007). 

 

 

 

Figure 20: Activité antibactérienne des polyphénols à différentes concentrations sur 

Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas .Sp. 

 

La méthode utilisée pour l’évaluation de l’activité antibactérienne influe aussi sur les 

résultats. (Natarajan et al., 2005) et (Fazeli et al., 2007) ont constaté que la méthode de 

diffusion à partir des puits sur gélose est plus adaptée pour étudier l’activité des extraits 

aqueux et organiques de l’Euphorbia fusiformis,  hydro-éthanoliques de Rhus coriaria et 

Zataria multifora, que la méthode de diffusion en milieu gélosé. 

Comme cela a été rapporté dans la littérature, la tolérance des bactéries aux 

polyphénols dépend  essentiellement de l’espèce bactérienne et de la structure des 

polyphénols (Almajano et al., 2008).   

           Les bactéries à Gram négatif sont généralement résistantes aux agents antimicrobiens. 

La réduction de la perméabilité de la membrane externe, entourant  la paroi cellulaire, aux 

agents antibactériens hydrophobes par la structure lipopolysaccharidique peut favoriser la 

résistance à ces agents (Vaara, 1992; Tepe et al., 2004; Shan et al., 2007). De plus, 
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l’hypothèse de la dégradation des polyphénols par certains microorganismes n’est pas à 

écarter (Shan et al., 2007; Almajano et al., 2008)..  

La résistance de Pseudomonas aeruginosa est largement observée (De Billerbek et al., 

2002 ; Derwich et al., 2010 ; Bari et al., 2010). Cela pourrait être expliqué par la présence de  

l’enzyme qui hydrolyse les polyphénols. 

II.3.3.Evaluation de l’activité antibactérienne de l’acide acétique 

De la même manière, nous avons étudié l’effet de l’acide acétique avec plusieurs 

concentrations allant de 1.5% à 25% sur Pseudomonas aeruginosa. 

Les résultats de ce test sont groupés dans les (figures 21 et 22).  

 

 

 

 

 

Figure 21 : Les diamètres des zones d’inhibitions de Pseudomonas aeruginosa      

obtenues avec l’acide acétique 

 

 

 

 



52 
 

 

 

Figure22: Histogramme présentant la variation du diamètre de la zone d’inhibition 

(mm) de Pseudomonas aeruginosa selon la concentration d’acide acétique. 

 

Le diamètre de la zone d’inhibition varie proportionnellement avec la concentration de 

l’acide acétique. 

l’effet antibactérien  de l’acide acétique a révélé de très bonnes corrélations positives 

(R
2
=0.89) entre les differentes concentrations de l’acide acétique et les diamtres des zones 

d’inhibition (figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Corrélations entre le diamètre des zones d’inhibition de Pseudomonas.  

aeruginosa  et les concentrations de l’acide acétique. 
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D’après ces résultats, nous constatons  que l’acide acétique possède un effet très  

appréciable contre Pseudomonas aeruginosa. L’activité exercée, la dose dépendante et le 

diamètre des zones d’inhibition varient de 30 mm à 10 mm. 

L’acide acétique renforce l’activité de nombreux antioxydants, mais n’est pas en lui-

même un antioxydant. Il est principalement utilisé comme correcteur d’acidité pour que le pH 

du produit fini soit inférieur à 4.5 au cours de la fabrication. Et joue un rôle de conservateur 

pour s’opposer au développement microbien, mais également comme arôme (Steinman, 2013)  

Acide acétique, produits par les bactéries lactiques, participent à l'inhibition de 

Staphylococcus aureus. Ils ont démontré aussi que la Salmonella pouvait être inhibée par le 

pH inférieur à 4.4 pour l'acide lactique et à 5.4 pour l'acide acétique (Huttunen et al., 1995). 

 

II.3.4. Evaluation de l’effet de combinaison de l’extrait phénolique, l’huile de  

Romarin et l’acide acétique. 

Cette opération est établie sur un plan d’expérience regroupant plusieurs combinaisons 

entre l’extrait phénolique de P. dactylifera L, l’H.es du Romarin et l’acide acétique. 

Contrairement à la méthode classique, celle-ci permet de varier les possibilités de rapports 

programmés au préalable de chaque agent antibactérien.  
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Tableau VI : Résultat des diamètres des halos d’inhibition de la série 13 mélanges de 

substances bioactives à 37°C sur Pseudomonas aeruginosa. 

 

Test Pseudomonas aeruginosa 

37 °C 4 °C 

E1 14± 0 mm 16 ± 0mm 

E2 0 mm 0mm 

E3 26 ± 2.12 mm 16 ± 0mm 

E4 22 ± 0mm 22 ± 1.41mm 

E5 28 ± 0mm 20 ±1.41mm 

E6 25 ± 0mm 20 ± mm 

E7 14 ± 1.41mm 18 ± 1.41mm 

E8 10 ± 0mm 15 ± 1.41mm 

E9 24 ± 0mm 26 ± 1.41mm 

E10 20 ± 0mm 18 ± 1.141mm 

E11 16 ± 0mm 14 ± 1.41mm 

E12 11 ± 1.41mm 14 ± .41mm 

E13 24 ± 0mm 23 ± 1.41mm 

 

Les résultats de cette expérience sont représentés dans le (Tableau VI), ainsi que 

l’aspect des halos sont montrés dans la (Figure 24). 

Ces résultats nous ont permis de classer l’efficacité de ces substances sur 

Pseudomonas. aeruginosa selon l’ordre suivant : E5> E3> E6> E13> E9 >E4> E10> E11> 

E1= E7> E12  

Toutes les combinaisons ont un effet antibactérien plus ou moins efficace, avec un seul 

plus important diamètre d’inhibition enregistrées par la combinaison E5 (28 mm). 

Le test E8 n’apporte aucune amélioration car, avec une valeur de  diamètre de 10 mm : 

ce qui montre qu’il n’ya pas de synergie extrait du P.dactylifera L et l’huile essentielle de 

romarin, elle montre même un effet antagonisme. Le test E11, avec une valeur de diamètre 16 

mm montre qu’il n’ya pas de synergie entre les polyphénole et l’acide acétique car cette 

valeur est moins importante que celle de l’acide acétique testé individuellement.  
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Figure 24 : Photos du diamètre des zones d’inhibition par les différents mélanges des 

agents antibactériens à 37 C°  et a 4 C° pour Pseudomonas aeruginosa. 

La souche de Pseudomonas aeruginosa exerce  une résistance vis-à-vis des 

polyphénole du  palmier dattier.  

Selon la (Figure 24) ainsi que (Tableau VI), il est clairement démontré que 

l’importance des zones d’inhibition correspond à la présence de l’acide acétique et à un 

rapport important par rapport à l’huile essentielle. On observe aussi de très larges écarts dans 

les diamètres des zones d’inhibition obtenues, allant de 10 mm à 28 mm. 

L’activité antimicrobienne de deux agents antimicrobiens est due aux différents agents 

chimiques présents dans les agents antibactérien, y compris l’acide acétique en combinaison 

avec l’huiles qui jouerait un rôle de précurseur pour l’acide acétique (Rojas et al.,1992 ; 

Marjorie,1999). 

De plus, il a été démontré que l’activité antibactérienne ne dépend pas d’un seul 

composé phénolique, plutôt, elle peut être la résultante d’effet synergique de deux ou de 

plusieurs composés. Le p-cymene associé au carvacrol exerce un effet synergique contre 

 37C° 37C° 

  4C°  4C° 
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certains bacilles et cela en augmentant la perméabilité de la membrane cytoplasmique et 

facilitant la pénétration du carvacrol (Ultree et al., 2000). De même, l’association peut 

diminuer l’activité de l’un ou de l’autre, c’est l’effet antagoniste. 

Les constatations de cette expérience à 4°C sont à priori les mêmes que celle à 37°C 

avec un effet synergétique important pour un rapport équivalent d’acide acétique à 

concentration minimales avec l’E.es de romarin. 
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Conclusion 

L’effet antibactérien de l’extrait hydrauliques du régime  de P.dactylifera L, de l’huile 

essentielle de R.Officinalis L et de l’acide acétique ainsi que leur combinaison ont été testés 

sur Pseudomonas aeruginosa et Pseudomans Sp isolée de l’espadon congelé.  

L’extraction assistée par micro-onde a été utilisée pour extraire les composés 

phenoliques. Les conditions optimales de EAM permettant d’obtenir un meilleur rendement 

en  composés phénoliques  sont ;  600W  pour la puissance d’irradiation, 90s pour le temps 

d’irradiation et pH7.La valeur  expérimentale  8.47mgEAG/g MS,  et très proche de la valeur 

prédite (8.80mgEAG/g MS), ce qui confirme la validité du model.   

Le rendement d’extraction des polyphénols obtenu est de 18.6% de 5 g de l’extrait sec.  

Par contre le rendement obtenu de l’extraction d’huile essentielle. à partir des feuilles  

était de 0,76%. Ce rendement est conforme avec les normes internationales (0,5-2%),  

L’estimation de l’activité antibactérienne de l’extrait phénolique du régime de datte, 

de huile essentielle de romarin et de l’acide acétique, a été effectuée avec la méthode de  

diffusion sur disque sur deux souche bactériennes, ainsi que leurs combinaison a été effectuée 

de la mémé manière sur Pseudomonas aeruginosa, et les résulta montre que : 

L’extrait de R.Officinalis L a exercé une importante activité inhibitrice vis-à-vis des 

deux souches testées. Ainsi, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25922 s’est montré plus 

sensible, avec un diamètre de 28 ± 2.81 mm pour une concentration de 95mg/ml.  

L’extrait phénolique de P. dactylifera L n’exerce  aucune activité  sur les deux 

souches. 

L’acide acétique possède un effet très appréciable contre Pseudomonas aeruginosa 

avec un diamètre de 30 ± 0 mm.  

La combinaison des trois agents antibactériens est plus efficace sur Pseudomonas 

aeruginosa avec une moyenne de 28 ± 0 mm pour la combinaison de l’huile et de l’acide 

acétique. 

En termes de perspective et dans le but de compléter ce travail dans à  l’avenir, il serait 

Intéressant de : 

 Optimiser d’autres facteurs influençant le taux d’extraction des composés 

Phénoliques tel que le pH du solvant notamment alcalinisation de l’eau  la granulométrie de la 

poudre, la concentration du solvant ……) 
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 Déterminer les concentrations minimales d’inhibition de l’huile de Romarin ainsi que 

celle de l’acide acétique. 

 Evaluer l’activité antibactérienne des polyphénole du régime de datte contre d’autres 

souches  

 Additionner le mélange de  l’huile de Romarin  et l’acide acétique à une matrice 

alimentaire expérimentalement  inoculé avec les souches bactériennes 

 

 Optimisation de l’extraction des polyphenols par d’autre méthodes notamment 

ultrason. 
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Annexe 
   

Annexe 01 : les milieux de culture                                                       

 

Gélose nutritive 

Macération de viande......................………………………………………………………..1L 

 Extrait de viande + eau distillée.......…………………………………………………....15 

Peptone trypsique NaCl ou Kcl ............…………………………………………………….05 

Agar..............................................……………………………………………………..15à 20 

PH..………………………………………………………………………………………..7,2 

 

                                  Gélose Mueller Hinton (milieu de culture déshydraté)           

Extrait de viande ....................................................................................................................3 

Hydrolysat acide de caséine...............................................................................................17,5 

Amidon ...............................................................................................................................1,5 

Agar......................................................................................................................................20 

pH.........................................................................................................................................7,3A 

 

Annexe 02 : généralité sur l’acide acétique 

Acide acétique est un acide organique leur formule chimique CH3COOH utilisée 

comme additif alimentaire dans la conservation des aliments  pour son activité 

antimicrobienne. L’acide acétique renforce l’activité de nombreux antioxydants, mais n’est 

pas en lui-même un antioxydant. Il est principalement utilisé comme correcteur d’acidité pour 

que le pH du produit fini soit inférieur à 4.5 au cours de la fabrication. Et joue un rôle de 

conservateur pour s’opposer au développement microbien, mais également comme arôme 

(Steinman, 2013)  
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Annexe 03: La courbe d’étalonnage 

 

 
Figure 25 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux 

 

 

 

 

 

Annaxe 04: STRUCTURE ET MORPHOLOGIE BACTERIENNES 

 

 
 
 
 

Figure26: Structure de la paroi des bactéries à Gram positif (Site n° 07). 
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Figure 27: Structure de la paroi des bactéries à Gram négatif (Site n° 07). 


