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Résumé de la these

Le bois de cedre est utilisé dans la construction de nombreux édifices faisant partie de patrimoine d’une
grande importance culturelle, historique, archéologique, artistique et spirituelle. Cependant, comme toutes
les surfaces inertes, ce bois est un site potentiel pour I’adhésion et la formation des biofilms par des micro-
organismes, causant ainsi la détérioration de son aspect physique, esthétique et de ses propriétés
mécaniques. L’objectif principal de ce travail était la mise au point d’un traitement de surface du bois de
cedre, basé sur I’exploitation des extraits de plantes médicinales et aromatiques Thymus vulgaris et Myrtus
communis, pour préserver et stabiliser ce matériau.

L’isolement et 1’identification des microorganismes colonisateurs du bois de cédre ont mis en évidence la
présence des bactéries appartenant au genre Bacillus et des champignons appartenant aux genres Penicillium
et Aspergillus. La préparation des extraits des plantes étudiees, tout en déterminant leurs profils
phytochimiques et antimicrobiens vis-a-vis des microorganismes isolés a été réalisée. Les résultats obtenus
montrent des activités antimicrobiennes variables des extraits de M. communis et T. vulgaris. Les huiles
essentielles de ces plantes se sont montrées capables d’inhiber la croissance des souches étudiées, avec un
meilleur effet enregistré par celle du T. vulgaris.

L’étude a porté ensuite sur ’effet des extraits sur la physicochimie du bois de cedre et sur leur pouvoir
antiadhésif vis-a-vis des microorganismes étudiés. Les résultats ont permis de mettre en lumiere la présence
d’une modification significative des propriétés physicochimiques du bois apres traitement. De plus, une
diminution significative de 1’adhésion microbienne a ét¢ démontrée par les extraits obtenus par ultrason. Par
la suite, I’effet des fractions de ces extraits sur 1’adhésion théorique et expérimentale des microorganismes
étudiés a la surface du bois a été examiné. Leurs fractions méthanoliques ont montré une activité
antiadhésive plus importante que celles des autres fractions. Enfin, ’effet de la vapeur des huiles essentielles
en fonction du temps sur la physicochimie du bois ainsi que sur le comportement adhésif des
microorganismes du bois a été évalué. Le traitement a montré a la fois une modification des propriétés
physicochimiques du bois et des propriétés antiadhésives et antimicrobiennes importantes. Ces résultats ont
une signification importante pour leur exploitation comme méthode biologique de lutte contre les biofilms

du bois et pour la préservation du patrimoine.

Mots clés : Bois de cédre, Biodétérioration, Adhésion, Microorganismes, T. vulgaris, M. communis
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Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre d’un programme National de Développement de
Recherche Sectorielle proposé et coordonné par le Laboratoire de Biotechnologie
Microbienne de I’Université Sidi Mohamed Ben abdellah (LBM-USMBA). Ce projet (n°
RS/2011/35) est intitulé « Valorisation des plantes médicinales et aromatiques: application
comme agent antibiofilm pour la conservation du patrimoine marocain». Dans ce projet, la
question principale était la présence d’un biofilm sur le bois de cédre causant ainsi la
biodétérioration et la biodégradation de notre patrimoine historique et culturel abritant des
monuments de valeurs, témoins d’une civilisation marocaine millénaire, classé comme
patrimoine universel en 1981 par ’'UNESCO.

Ce travail s’intégre dans la continuité des travaux réalisés dans le cadre de 1’Equipe
d’Ingénierie des Biofilms et Génie enzymatique au sein du LBM-USMBA, sous le theme de
recherche « Isolement et lutte contre les microorganismes impliqués dans la biodégradation

du bois et du papier du patrimoine de I’ancienne médina de Fés » débuté en 2008.

Le tableau ci-aprés résume ’ensemble des travaux réalisés dans le cadre de ce projet de

recherche.
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Tableau | : Travaux réalisés dans le cadre du projet n°® RS/2011/35 au LBM-USMBA

Docteurs Titre de la thése Travaux realisés Réferences
Zyani Mourad Isolement, identification | - Isolement et identification des microorganismes destructeurs du bois de cédre (Zyani et al. 2009,
(Juin 2013) et_lutte contre les (champignons appartenant aux genres Penicillium, Cladosporium et Thielavia et bactéries | 2011, 2014)

microorganismes
impliqués dans la du genre Bacillus) et détermination de leurs activités enzymatiques (cellulolytique) et leurs | (Mortabit et al.
biodégradation du bois pourritures du bois. 2010, 2015)

de ’ancienne Médina de
Fés

- Etude du pouvoir antifongique in vitro et in vivo des huiles essentielles d’Origanum
compactum et d’Eugenia caryophyllata, et des souches d’actinomycétes comme méthode

de lutte biologique contre les microorganismes causant la dégradation du bois.

El Bergadi Fatima
(Mars 2014)

Isolement, identification
et lutte contre les
microorganismes
impliqués dans la
biodégradation du bois et
du papier du patrimoine
de I’ancienne médina de
Fes

- Isolement et identification des especes microbiennes attachés au bois et au papier
(champignons appartenant aux genres Penicillium et Aspergillus et bactéries du genre
Bacillus), et étude de leurs mécanismes enzymatiques (cellulolytique, amylolytique,
pectinolytique et ligninolytique) impliqués dans I’altération de ces deux matériaux en
fonction de température et du pH.

- Confirmation de I’implication de ces microorganismes dans le processus de
biodétérioration de ces matériaux par le test de pourriture et de perte de masse.

- Evaluation de I’effet antifongique in vitro et in vivo des extraits et des huiles essentielles
d’oraiganum compactum, d’Eugenia caryophyllata, d’Allium sativum, de Lawsoniai

inermis et de Thymus vulgaris vis-a-vis des champignons isolés du bois et du papier.

(El Bergadi et al.
2011, 2014, 2015,
2016)
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El Abed Soumya
(Juillet 2012)

Approche
microbiologique et
physico-chimique de la
biocontamination du bois
de cedre : développement
de stratégies de
prévention par les huiles
essentielles

- Etude de 1’écosystéme microbien présent a la surface du bois de cédre, et la caractérisation
moléculaires et physico-chimique par I’angle de contact des micro-organismes isolés.

- Etude des mécanismes physico-chimiques régissant 1’adhésion des micro-organismes au
bois de cédre ainsi que leur adhésion théorique au bois de ceédre et d’autres variétés du bois
utilisées dans la construction.

- Etude des paramétres influencant (pH, rugosité) I’adhésion des micro-organismes au bois
de cédre.

- Evaluation de ’effet de la vapeur des composés majoritaires des HE (en fonction du
temps et de concentration) sur la physicochimie du bois et sur le comportement adhésif des

champignons du bois pour le protéger et le préserver contre les biofilms.

(EL Abed et al.
2010, 2012, 2011a,.
2011b,.2011c,
2012a,2012b,
2012c,2012d,
2013)

Barkai Hassan

(Thése en cours)

Etude des
caractéristiques
physicochimiques du
bois et prévention de
I’adhésion microbienne

- Isolement et identification des espéces microbiennes attachés au bois de cedre.

- Etude de I’effet des composés majoritaires des huiles essentielles sur la physicochimie du
bois de cédre.

- Evaluation du pouvoir antifongique et antiadhésif des composés majoritaires des huiles
essentielles vis-a-vis des champignons responsables de la bio détérioration du bois de cédre.
- Etude de Deffet des enzymes microbiens (commercialisés) sur les propriétés
physicochimiques du bois de cédre ainsi que sur 1’adhésion fongique.

- Etude de I’impact de 1’adhésion microbienne sur la physicochimie du bois.

(Barkai et al. 2014,
2015a, 2015b,
20164, 2016b,
2016¢, 2016d)
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RESUME

RESUME

Le bois de cédre est utilisé dans la construction de nombreux édifices faisant partie de
patrimoine d’une grande importance culturelle, historique, archéologique, artistique et
spirituelle. Cependant, comme toutes les surfaces inertes, ce bois est un site potentiel pour
I’adhésion et la formation des biofilms par des microorganismes, causant ainsi la détérioration
de son aspect physique, esthétique et de ses propriétés mécaniques. L’objectif principal de ce
travail était la mise au point d’un traitement de surface du bois de cedre, basé sur
I’exploitation des extraits de plantes médicinales et aromatiques Thymus vulgaris et Myrtus

communis, pour préserver et stabiliser ce matériau.

L’isolement et 1’identification des microorganismes colonisateurs du bois de cedre ont mis en
évidence la présence des bactéries appartenant au genre Bacillus et des champignons
appartenant aux genres Penicillium et Aspergillus. La préparation des extraits des plantes
étudiées, tout en déterminant leurs profils phytochimiques et antimicrobiens vis-a-vis des
microorganismes isolés a été réalisée. Les résultats obtenus montrent des activités
antimicrobiennes variables des extraits de M. communis et T. vulgaris. Les huiles essentielles
de ces plantes se sont montrées capables d’inhiber la croissance des souches étudiées, avec un

meilleur effet enregistré par celle du T. vulgaris.

L’étude a porté ensuite sur I’effet des extraits sur la physicochimie du bois de cedre et leur
pouvoir antiadhésif vis-a-vis des microorganismes étudiés. Les résultats ont permis de mettre
en lumiere la présence d’une modification significative des propriétés physicochimiques du
bois aprés traitement. De plus, une diminution significative de 1’adhésion microbienne a été
démontrée par les extraits obtenus par ultrason. Par la suite, I’effet des fractions de ces extraits
sur I’adhésion théorique et expérimentale des microorganismes étudiés a la surface du bois a
été examiné. Leurs fractions méthanoliques ont montré une activité antiadhésive plus
importante que celles des autres fractions. Enfin, I’effet de la vapeur des huiles essentielles en
fonction du temps sur la physicochimie du bois ainsi que sur le comportement adhésif des
microorganismes du bois a été évalué. Le traitement a montré a la fois une modification des
propriétés physicochimiques du bois et des propriétés antiadhésives et antimicrobiennes
importantes. Ces résultats ont une signification importante pour leur exploitation comme

méthode biologique de lutte contre les biofilms du bois et pour la préservation du patrimoine.

Mots clés : Bois de cedre, Biodétérioration, Adhésion, Microorganismes, T. vulgaris, M.

communis




ABSTRACT

ABSTRACT

Cedar wood is used in the construction of many buildings that are part of heritage
characterized by great cultural, historical, archaeological, artistic and spiritual importance.
However, like all inanimate surfaces, the wood is a potential site for the adhesion and biofilm
formation by microorganisms, causing the deterioration of its physical appearance, aesthetics
and mechanical properties. The main objective of this work was the development of a surface
treatment of cedar wood, based on the exploitation of extracts from medicinal and aromatic
plants, Thymus vulgaris and Myrtus communis, in order to preserve and stabilize this material.

Isolation and identification of microorganisms colonizing cedar wood revealed the presence
of bacteria belonging to the genus Bacillus, and fungi belonging to the genus Penicillium and
Aspergillus. The preparation of extracts from the studied plants and the determination of their
phytochemical profiles and antimicrobial activities against the isolated microorganisms were
performed. The obtained results showed different antimicrobial activities of M. communis and
T. vulgaris extracts. The essential oils of these plants have shown capable of inhibiting the

growth of strains studied, with better effect recorded by that of T. vulgaris.

The study has then focused on the crude extracts effect on the cedar wood physicochemistry
and their antiadhesive activity against the isolated microorganisms. The results highlighted
the presence of a significant change in the physicochemical properties of wood after
treatment. In addition, a significant decrease in microbial adhesion was demonstrated by the
extracts obtained by ultrasound. Subsequently, the effect of the fractions of these extracts on
the theoretical and experimental adhesion, of the studied microorganisms, on wood surface
was examined. Their methanol fractions showed a greater antiadhesive activity than other
ones. Finally, the effect of the essential oils vapor, with time, on the wood physicochemistry
and on the adhesion behavior of the wood microorganisms was evaluated. The treatment
showed together, a modification of the wood physicochemical properties and important
antiadhesive and antimicrobial properties. These results have important significance for their
exploitation as a biological method to fight against the wood biofilms and for heritage

preservation

Keywords: Cedar wood, Biodeterioration, Adhesion, Microorganisms, T. vulgaris, M.

communis.
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Depuis des siécles, le bois a occupé une place centrale dans la vie et les activités humaines.
En effet, il est omniprésent dans la construction des maisons, des monuments histoiques et
d'édifices, ainsi que dans la fabrication d’équipements variés, d’instruments divers, etc. Parmi
les especes de bois employées au Maroc, en passant par 1’époque des dynasties arabo-
berberes, il y a le bois du cédre qui est pourvu de nombreuses qualités. Il fut le matériau noble
le plus exploité en architecture rencontré fréquemment dans les villes impériales marocaines
dont la ville de Fes. Cette derniere regorge d’un patrimoine en bois d’une haute importance
culturelle, historique, archéologique, artistique et spirituelle. En fait, le bois du cedre a été
utilisé dans la construction, 1’ornementation et la décoration de maisons, palais, mosquées,
fondouks, fours, fontaines..., ainsi que dans la construction des médersas d’éducation
religieuse et de formation scientifigue (M’hirit et Benzyane, 2006; Ouedraogo, 2008).
Toutefois, ce fameux patrimoine est menace de partir en fumée au fil des années. En effet, le
bois se caractérise par son caractére naturel, biodégradable et sa sensibilité a de nombreux
agents de dégradation biotiques dont les champignons et les bactéries. Ces microorganismes
colonisent le bois en formant des biofilms et produisent des enzymes hydrolytiques capables
de décomposer ses constituants, en provoquant ainsi 1’altération de ses propriétés esthétiques,
mecaniques, physicochimiques et la diminution de sa durabilité et, par conséquent, sa
biodétérioration (Fazio et al. 2010, Ortiz, et al. 2014a).

Depuis plusieurs décennies, de nombreuse études ont porté sur le processus de formation des
biofilms microbiens, essentiellement sur les mécanismes impliqués dans leur étape clé
I’adhésion, sur une grande variété de matériaux telles que le plastique, le polypropylene, le
caoutchouc, I'acier inoxydable, la pierre, le téflon et le verre (Hamadi et al. 2005, Hornstra et
al. 2007, Scheerer et al. 2009, Estivill et al. 2011, Limsuwan et al. 2014). Cependant, peu
sont des investigations qui ont été menées sur les biofilms du bois et les interactions
bois/microorganismes ce qui suscite un intérét grandissant (Mariani et al. 2007, El Abed et al.
2011, Galinari et al. 2014, Barkai et al. 2015).

Pour pallier aux inconvénients du bois naturel, particulierement son instabilité dimensionnelle
et sa sensibilité aux agents microbiens, plusieurs approches de préservation et de stabilisation
basées sur les méthodes physiques ou chimiques ont été utilisées. En effet, différentes études
sur le traitement thermique du bois ont été rapportées dans la littérature (Bakar et al. 2013,

Kamperidou et al. 2013, Araujo et al. 2016). Leurs résultats expérimentaux ont démontré que
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méme si ce traitement améliore la stabilité dimensionnelle et la durabilité du bois traité, la
forte odeur de ce matériau et la baisse de ses propriétés mécaniques restent ses inconvénients.
En outre, plusieurs produits chimiques (biocides) ont été utilisés pour protéger le bois.
Cependant, bien que permettant d’améliorer considérablement les propriétés du bois,
I’utilisation des produits chimiques fait 1’objet de restrictions de plus en plus importantes
voire d’interdiction pure et simple pour certains produits, du fait de leur toxicité potentielle
pour la santé publique et pour les écosystéemes, par la mise en place de la Directive biocide
(98/8/CE) et de la prise de conscience collective pour la protection de 1I’environnement. Ainsi,
I’importance de substituer les procédés a base de produits chimiques par des procédés plus
propres et plus respectucux de I’environnement, a poussé plusieurs chercheurs a mener des
investigations et de développer de nouvelles alternatives pour la protection du bois en utilisant
les produits naturels (biomolécules) dans 1’objectif de réduire voire d’éradiquer complétement
les nuisances des traitements chimiques.

C’est dans ce cadre que s’intégre notre travail de these, dont 1’objectif principal est la
préservation du patrimoine culturel et historique de ’ancienne médina de Fés en valorisant
nos ressources naturelles en plantes aromatiques et medicinales.

De ce fait, notre travail réalisé dans un esprit de pluridisciplinarité avait pour objectifs : i) la
caractérisation et 1’identification des microorganismes responsables de la biodétérioration du
bois de cédre, ii) la compréhension et la maitrise des mécanismes impliqués dans I’adhésion et
la formation des biofilms a la surface du bois et, iii) la caractérisation physicochimique des
surfaces et la mise au point d’un bois antiadhésif a des fins de prévention de la formation du
biofilm a la surface de ce matériau via des traitements a base des extraits de deux plantes
Thymus vulgaris et Myrtus communis.

L’ensemble de ce travail se décompose en trois parties. La premiére partie du manuscrit est
consacrée a une étude bibliographique relative au phénoméne de biodétérioration, de
I’adhésion et de la formation des biofilms sur les supports en abordant au début un apercu
géneral sur le processus, les modeles théoriques et les facteurs influencant ce phénoméne
d’adhésion microbienne. Ensuite, nous mettrons ’accent sur la problématique du sujet en
décrivant d’une maniére générale I’importance du bois de cédre dans notre Société et sa
biodétérioration. Nous présentons par la suite une revue sur les différents traitements de
préservation du bois. Enfin, un apercu sur I’utilisation des substances biologiques a base des
plantes comme agents antiadhésifs et antibiofilms.

La seconde partie est consacrée a la description du matériel et des méthodes analytiques

utilisées pour caractériser 1’écosystéme microbien attacheés au bois, réaliser des études
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phytochimiques des extraits de deux plantes étudiées et pour évaluer leurs activités
antimicrobiennes, antiadhésives et physicochimiques ciblées.

La derniére partie du memoire exposera les resultats obtenus et leur discussion. Les résultats,
concernant I’isolement et I’identification moléculaire des microorganismes attachés au bois de
cedre seront d’abord abordés. Les résultats d’extractions et d’étude phytochimique de
différents extraits préparés seront traités dans un deuxiéme temps, suivis de ceux visant a
étudier leurs effets antimicrobiens vis-a-vis des microorganismes isolés. Ensuite, les résultats
décrivant la caractérisation physicochimique du bois de cedre, des microorganismes isolés et
de I’évaluation du pouvoir antiadhésif des extraits de plantes étudiées seront donnés, avec une
discussion permettant de mettre en évidence I’efficacité des traitements réalisés dans I’objectif
de la protection de notre patrimoine. Enfin, une conclusion générale est consacrée a
I’ensemble des résultats obtenus et aux différentes perspectives envisagées pour donner suite

a ce travail.




PARTIE1 :
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE




BIOFILMS MICROBIENS

I. BIOFILMS MICROBIENS

Depuis 1’époque pasteurienne, la plupart des études du laboratoire menées par les
microbiologistes ont porté sur des cellules en suspension. Cependant, dans la majorité des
écosystémes naturels étudiés, le mode planctonique est trés rarement rencontré ou ne constitue
qu’un état transitoire. Durant ces 20 derniéres années, les microbiologistes ont pris conscience
que le mode de croissance bactérien utilisé au laboratoire avait ses limites. En effet, dans la
nature, la vie microbienne se déroule majoritairement et préférenticllement a 1’état sessile,
fix¢é sur un support plutét qu’a I’état planctonique, libre et isolé dans le milieu
environnemental. Ce mode de vie constitue une réelle stratégie de survie par la mise en place
et le développement d’une communauté Vvéritablement organisée, & laquelle Costerton a

donnée le nom de « biofilm » (Costerton et al. 1978, Costerton 2007).

1. Définition d’un biofilm

Le biofilm est défini comme une communauté microbienne (bactéries, champignons,
protozoaires ou algues) adhérant a une surface biotique ou abiotique ou a une interface en
milieu humide ou aqueux. Ces micro-organismes sessiles sont enrobés dans une matrice
autoproduite, constituée d’exopolysaccharides (EPS) protectrice, hautement hydratée et
adhésive et dans laquelle ils font intervenir le systéme « Quorum Sensing ». Ce systeme est un
mode de signalisation bactérien qui repose sur la production de petites molécules médiatrices
appelées <auto-inducteurs> (Lahaye 2006). Le mode de vie microbienne en biofilm
constitue une réelle stratégie de la survie de ces communautés sessiles qui difféere de celui de
leurs homologues planctoniques (libre en suspension) et qui leur procure de nombreux
avantages dont, la stabilité, I’augmentation de I’efficacité du métabolisme et 1’augmentation
de différents types de résistance contre les différents mécanismes antimicrobiens (Molin et
Tolker-Nielsen 2003, Vazquez-Sanchez et al. 2014).

2. Processus de formation du biofilm

La formation d’un biofilm a I’interface solide/liquide en présence de microorganismes est un
phénoméne dynamique complexe dans lequel des processus physicochimiques (diffusion,
adhésion...) et biologiques (production d’exo-polyméres, formation d’agrégats...) sont
impliqués (Celmer et al. 2008, Andersson et al. 2009). Comme les premiéres études le
montrent, les biofilms se forment de la méme maniere quel que soit I'environnement qu'ils
colonisent et suivent généralement les grandes étapes suivantes (Figure 1) (Stoodley et al.
2002).

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



BIOFILMS MICROBIENS

-Transport

-Phase de conditionnement
-Adhésion réversible et irréversible

- Croissance et maturation du biofilm

- Dispersion du biofilm.
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Figure 1 : Représentation schématique des différentes étapes conduisant a la formation d’un
biofilm (Stoodley et al. 2002).

Transport

L’adhésion des microorganismes sur les surfaces est forcement précédé d’un rapprochement
entre les deux éléments qui se fait par le transport des cellules. Ce rapprochement dépend des
propriétés dynamiques du milieu (vitesse d’écoulement du fluide) et des propriétés
physicochimiques de la surface (Stoodley et al. 2002).

L’adhésion microbienne implique le déplacement de la cellule vers le lieu de son adhésion.
Cette approche nécessite différents appendices bactériens, tels que les flagelles et les cils
(Katsikogianni et Missirlis 2004) qui permettent également a la bactérie de se déplacer sur la
surface. D’autres appendices, les pili sont pour leur part impliqués dans I’attachement initial a
la surface (Gavin et al. 2003).

Les différents mécanismes de ce transport sont : la sédimentation (due aux forces de gravité),
le mouvement brownien (mouvement li¢ a I’énergie de surfaces des molécules immergées
dans un milieu liquide) et la chimiotaxie rencontré chez les espéces mobiles.

Phase de conditionnement

La nature du milieu, du matériau, ainsi que ses caractéristiques physicochimiques,
interviennent essentiellement durant cette deuxiéme étape. En effet, avant que les bactéries ne
viennent au contact du support, un mélange complexe composé de protéines, de

glycoprotéines et de nutriments organiques, forme un film de conditionnement sur la surface,
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qui va modifier ses propriétés physicochimiques, notamment la polarité et la mouillabilité, ce
qui permet de créer une zone riche en nutriments qui va favoriser ou au contraire défavoriser
la croissance et 1’adhésion microbienne.

Adhésion réversible et irréversible des microorganismes

L’adhésion des microorganismes sur une surface solide est un processus s’effectuant en
plusieurs étapes : transport vers la surface, adhésion réversible, adhésion irréversible.
L’adhésion réversible constitue 1’étape initiale de I’interaction entre les cellules et le support.
Elle est aussi facilitée par les forces hydrodynamiques et les propriétés physicochimiques a la
fois de la surface du support et de la bactérie (Katsikogianni et Missirlis 2004).

Les forces hydrodynamiques vont permettre aux micro-organismes de se deplacer dans le
milieu et de rapprocher aléatoirement au support. Ensuite, L’adhésion initiale s’effectue par
I’intervention des interactions non spécifiques de type Van der Waals dite « force a longues
distance », électrostatiques, interactions hydrophobes et les interactions acido-basiques dites «
forces a courte distance » (Figure 2). A ce niveau, le microorganisme peut se détacher de la
surface et retourner a son état planctonique, de ce fait, I’adhésion est réversible. Ensuite,
I’adhésion devient irréversible par P’intermédiaire d'exo-polymeres sécrétées par les
microorganismes, qui se lient au support et forment avec la surface des complexes qui a leur
tour vont fixer d'autres bactéries et assurer leur adsorption sur la surface (Khalilzadeh 2009).
En plus, ’acquisition de nouvelles structures adhésives spécifiques, notamment les flagelles,

et les pili, permet ainsi aux microorganismes la consolidation de leur fixation au matériau.

~
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Figure 2 : Schéma descriptif des interactions pouvant s’établir entre deux corps et distances
pour lesquelles ces interactions sont significatives (Guillemot 2006).
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Croissance et maturation du biofilm

Une fois que les cellules microbiennes sont irréversiblement fixées sur la surface, elles
commencent la colonisation en se multipliant de maniére intense et rapide en recouvrant ainsi
toute ou une partie de la surface. Les caractéristiques a la fois de la surface, des matériaux et
des microorganismes ainsi que les conditions environnementales (source de carbone, régime
hydrodynamique) jouent un rdle dans I’adhésion et 1’agrégation des microcolonies, et par la
suite jouent un rdle important dans le développement et la structure du biofilm (Klausen et al.
2006). Par la suite, le biofilm connait une croissance exponentielle qui correspond aux
vitesses et taux maximaux de production de biomasse, de protéines, de polysaccharides au
sein de la structure ainsi que 1’augmentation de son épaisseur, conduisant ainsi a un film
hétérogene tridimensionnel (Davey et O’toole 2000, Sauer et al. 2002) caractérisé par la
formation des canaux permettant 1’échange, la circulation et la distribution des nutriments,

d’oxygéene et I’évacuation des déchets résultant du métabolisme microbien.

Dispersion du biofilm

Le détachement et la dispersion d’un biofilm est induit par plusieurs facteurs dont, le manque
de nutriments, 1’age du biofilm, les stress (physique, chimique et biologique), ainsi que les
conditions hydrodynamiques. C’est une étape essenticlle du cycle de vie du biofilm en
contribuant ainsi a la dispersion, la survie des microorganismes, la translocation et le
rattachement des cellules a une nouvelle surface (Kaplan 2010). Plusieurs études ont montré
que les enzymes extracellulaires produites par les bactéries (glycoside hydrolase, protéases,
déoxyribonucléase) jouent un rdle tres important dans le détachement et la dispersion du
biofilm. En effet, ces molécules extracellulaires peuvent dégrader les composants de la
matrice EPS du biofilm permettant la dispersion des cellules (Boles et Horswill 2008, Mann et
al. 2009).

3. Modéles théoriques prédictifs de I’adhésion des microorganismes aux surfaces

L’adhésion microbienne sur une surface solide est un processus tres complexe qui implique
deux surfaces dont ’'une au moins est de nature biologique. Les différents types d’interactions
matériau/surface microbienne, qu’elles soient spécifiques ou non spécifiques et la diversité
des facteurs impliqués, compliquent d’avantage ’analyse et la compréhension des données.
Cependant, il faut noter que les interactions spécifiques et non spécifiques résultent des

mémes interactions physico-chimiques fondamentales.
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Pour les interactions spécifiques, seules les forces entre des groupements présents et tres
localisés a la surface des corps sont prises en compte. Alors que, dans le cas des interactions
non spécifiques, les forces intégrées sur la surface entiere des corps sont prises en compte.
Dans I’approche physico-chimique « pure », on ne dissocie pas le vivant des autres matériaux.
Les cellules sont identifiées comme des particules colloidales idéales, sphériques et rigides,
avec une surface parfaitement définie et uniforme.

Les molécules (atomes ou ions) de tout corps sont liées entre elles par des forces de
différentes énergies assurant ainsi sa cohésion. En surface, les atomes sont liés par les liaisons
non saturées et subissent un champ de force différent de celui exercé a I’intérieur cristallin.
En plus, un champ de force superficiel attractif s’exerce sur ces atomes de surface en
satisfaisant leurs liaisons chimiques permettant ainsi la symétrie a celui existant dans la
maticre. L’énergie qui est donc le résultat d’un équilibre s’établissant entre les forces
extérieures subies par les atomes superficielles est dite une énergie libre de surface dans le cas
d’un solide ou tension superficielle dans le cas d’un liquide (Kaoru 1998). Cette énergie est
une grandeur physique qui comprend les interactions de Lifshitz-van der Waals, les
interactions électrostatiques et les interactions polaires.

Pour comprendre 1’adhésion des micro-organismes aux surfaces et pour déterminer 1’énergie
libre de surface, trois approches basées toutes sur la physico-chimie des surfaces ont été
fournies et développées.

3.1. Approche DLVO classique

La théorie DLVO doit son nom aux auteurs qui 1I’ont développée indépendamment (Derjaguin
et Landau 1941, Verwey 1947). D’apres cette théorie, une particule qui s’approche a une
certaine distance d’une surface donnée va interagir avec cette surface par des forces de type
Lifshitz-van der Waals ou électrostatiques répulsives et/ou attractives.

La description du comportement des particules colloidales donné par cette théorie, ne prend
pas en considération les interactions intermoléculaires a courte distance. En effet, d’autres
types d’interaction a savoir les liaisons hydrogeénes peuvent étre établies a des faibles
distances et déterminent la force de I’adhésion irréversible que la théorie DLVO ne prévoit
pas.

Bien que les microorganismes sont loin d’étre des particules idéales et qu’ils n’ont ni
géométrie simple ni composition moléculaire uniforme et sont donc difficilement
«modélisables », la théorie DLVO peut toutefois étre appliquée dans la prédiction de

I’adhésion de ces microorganismes aux surfaces en les assimilant & des colloides lorsque leur
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taille est voisine de 1pum. Selon la théorie DLVO, I’adhésion microbienne est le résultat d’un
équilibre s’établissant entre les forces de van der Waals et les forces électrostatiques.
L’énergie libre d’interaction nette totale AGT?T, entre le micro-organisme et le support,
séparés d’une distance d, est la somme des énergies libres liées aux interactions attractives de
Van der waals AGY, et aux interactions électrostatiques AGEL. Cette énergie est exprimée en
mJ/m?,

AGTOT = AGI™ + AGEL (1)

L’énergie d’interaction AGXY liée aux forces de Lifshitz-van der waals, entre une sphére de

rayon a et un plan, séparées d’une distance « d » est calculé selon la relation suivante.

ae = ¢ e () @

ou,

A: Constante de Hamaker

a : Rayon de la sphére,

d : Distance de séparation entre la sphere et le plan.

Cette énergie (AGE") est fonction de la nature de la particule, du solvant et du support, de leur
géométrie et de la distance de séparation entre les corps. Elle est exprimée en mJ/m?

En cas de deux particules d’interaction identiques, ces forces sont généralement attractives
(AG!W < 0). Elles sont maximales au contact, diminuent quand la distance entre les particules
augmente et elles restent effectives a des distances de I’ordre de 10 nm.

L’énergie libre d’interaction électrostatiques entre une sphere de rayon a (de potentiel zéta &,)

et un plan (de potentiel zéta ¢,), et a une distance d, s’écrit comme suit :

25152 ln 1+e(_Kd)
g N ecwd

AGP: = méa (82 + €3). +In(1 - eCZKD) | (3)

2

Avec K = |—.Xzn;
éBT

Ou ¢ : permittivité du milieu (6,96.10-10 J.m™. V2 pour I’cau) e : charge des électrons
(1,6021.10-19 C)

B : Constante de Boltzmann (1,3807.10-23 J.K™)

T : Température (K)

zi : valence des ions

ni : Nombre d’ions par cm®
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Cette énergie est fonction de la nature de la particule, du solvant et du support, de leur
géométrie, de la distance de séparation entre les corps et notamment de la force ionique du
milieu. En effet, Satou et al. (1988) concluent que la diminution de la force ionique du milieu
induit une augmentation des charges ¢lectrostatiques et par conséquent [’apparition de
répulsions électrostatiques ce qui induit une diminution de 1’adhésion bactérienne (AGTOT >
0). Cependant, a des forces ioniques élevées, les interactions électrostatiques sont masquées
par les nombreuses charges du milieu et I’interaction totale est attractive, de part les forces de
Lifshitz-van der Waals, ce qui favorise I’adhésion bactérienne (AG'°' < 0) (Boutalbe et al.
2008).

AG 41 >0 AG <0

@ YL YL

a) b)

Figure 3 : Représentation schématique des énergies interfaciales mises en jeu lors
de I’adhésion d’un micro-organisme (M) en suspension dans un liquide (L) & un
support (S). (a) pas d’adhésion (b) adhésion (Bos et al. 1999).

Bien que I’approche DLVO constitue une théorie intéressante dans 1’é¢tude de 1’adhésion
microbienne aux surfaces, en prenant compte des interactions a longues distances, cette
théorie reste restreinte et présente des limites. En effet, elle prend en compte uniquement les
interactions de Lifshitz-van der Waals et les interactions électrostatiques et néglige les
interactions polaires. En plus, les contradictions entre la prédiction théorique et observations
expérimentales ont été observées (Dufréne et al. 1996). De ce fait, cette approche
physicochimique ne peut pas décrire le comportement d’un microorganisme a des faibles
distances d’un support, particuliérement en milieu aqueux, ou les interactions hydrophiles et

hydrophobes sont susceptibles d’étre tres importantes.
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3.2. Approche thermodynamique
Lorsque le microorganisme se trouve en milieu suspendant énergetiqguement faible, une
couche d’eau est maintenue a ’interface de ce dernier et la surface du solide. Ainsi, son
adhésion a ce matériau ne peut étre établie que si ce film d’eau est éliminé.
D’apres 1’approche thermodynamique qui ne prend en compte que les interactions non
électrostatiques (les interactions Van der Waals et acides-bases), la variation d’énergie libre de
ce systeme correspond a 1’énergie d’adhésion (AG,4,) exercée par le microorganisme pour
supprimer cette couche d’eau et peut étre déterminée en négligeant les interactions
¢lectrostatiques par 1’équation suivante (Absolom et al. 1983).

AGgan = AGyse = Viys = Yar — Vs (4)
Ou Yus, YL et Y, représentent respectivement les énergies interfaciales entre le micro-
organisme (M) et le support (S), le micro-organisme et le milieu liquide (L), le support et le
milieu liquide. L'adhésion est énergétiquement favorable si 1’énergie libre par unité de surface
AG,4,<0. Au contraire, si AG,q4p est positif, I’adhésion sera impossible.
La détermination des énergies libres de surface des trois entités (microorganisme, support,
milieu de suspension) par I’angle de contact permet de calculer la variation d’énergie libre
AG g4y accompagnant le phénomeéne de I’adhésion de ce microorganisme au support en milieu
liquide en exploitant les équations suivantes :
Selon Van Oss et ses collaborateurs (Van Oss et al. 1986), I’expression de 1’énergie libre non

¢lectrostatique entre un solide (S) et un liquide (L) s’écrit :
AGE™E = AgY + A ()

Avec ALV= -2 /YSL,WW/QW

Etagl= -2 (v, +Vi5 7]

Avec I’indice S désignant le solide et L le liquide, (y~) composante donneur d’électrons, (y*+)
composante accepteur d’électrons.

D’aprés 1’équation de Dupre, nous avons donc

Agzv + A.SAII? = Yoo — Ys — 7, (6)
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Avec vy, : tension superficielle du liquide, v, énergie de surface du solide et v, : énergie
interfaciale solide — liquide
D’aprés 1I’équation de Young, 1’énergie interfaciale solide — liquide s’écrit comme suit ;

Yo =Yg — ¥, COSO (7)

En combinant I’équation 7 aux équations 5 et 6, I’équation de Young-Dupré est obtenue
(Equation 8), ce qui permet de déterminer les propriétés de surface du solide (y{.ys, vi"), a
partir de la mesure d’angles de contact de ce solide avec des liquides dont on connait les

caractéristiques polaires (y;,y; ) et apolaires (y;").
7,.(CosB + 1) = 2(vg™y")2 + 20572 + 257DV ()

Dans le cas d’un microorganisme (M), le méme raisonnement peut étre appliqué pour
déterminer ses composantes de 1’énergie de surface. Pour les liquides, la tension superficielle
est facilement accessible de maniere expérimentale : elle correspond a sa tension de vapeur
(Bellon-Fontaine et Vernhet 1999).

Dans le cas d’un systéme a trois entités (microorganisme (M), surface (S) et liquide (L)), nous
avons vu que I’équation de Dupré peut étre appliquée (I’équation 4). Ainsi, Il est possible
d’exprimer I’interaction entre le micro-organisme et la surface solide immergés dans un
liquide (AGpg), en tenant compte des interactions de Lifshitz-Van der Waals et des

interactions polaires selon I’équation suivante :

AGys, = AGgqp = 2[ \/Yﬁ}"vﬁw + \/Yéwvﬁw - \/vﬁ}"véw — YW v e s -

VT4 T G 7 = D) = (ts =) ©

3.3. Approche DLVO étendue

Van Oss et al. (1986) ont développé I’approche DLVO classique afin de prendre en compte les
interactions acido-basiques de Lewis au c6té des interactions de Lifshitz-van der Waals et les
interactions électrostatiques dans le phénoméne d’adhésion des microorganismes aux

surfaces. Ces interactions acido-basiques sont dues aux caractéres électron-donneur et
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électron-accepteur des especes polaires en solution et prennent aussi en compte les forces
d’attraction hydrophobes et les forces de répulsion hydrophiles.

Selon cette théorie, I’énergie libre d’interaction totale AGTT entre deux corps, séparés d’une
distance d, est alors la résultante des interaction de Lifshitz-van der Waals, des interactions
électrostatiques et des interactions acido-basiques dont I’influence est plus forte que les deux

autres. Elle s’écrit donc selon 1’équation suivante (Equation 10).

AGTOT = AGIW + AGAB + AGEL  (10)
Dans le cas d’un systéme sphére (micro-organisme)-plan (substrat), la variation de 1’énergie
d’interaction acido-basique en fonction de la distance (d) est exprimé par la formule ci-
dessous (Van Oss 1994):

do-d

AG,5(d) = 2ma AAGAE, (dg) e
Avec : a est le rayon de la sphére, A est la longueur de corrélation qui concerne la molécule
d’eau, dy est la distance a I’équilibre et AGAE, c’est I’énergie libre d’interaction a la distance
d’équilibre.
L’énergie libre d’interaction (AGAE, (do)) entre les entités peut étre calculée en utilisant leurs
caractéres donneur/accepteur d’électrons (Van Oss 1994).
Les interactions acido-basiques sont des interactions a courte distance et elles ont un effet
significatif méme a des petites distances de séparation (5 nm a 10 nm) (Bos et al. 1999).
L’énergie libre d’interaction A48 entre les deux entités 1 et 2 immergées dans un milieu

liquide 3 est donnée par la relation suivante :

AE = 2[(r DYDY+ v )M = )Y2) + )V x (DY + )Y -
DY) = GryHY? = iy M?] (11)

4. Facteurs influencant I’adhésion microbienne

L’adhésion microbienne aux surfaces solides constitue I’étape initiale de la formation des
biofilms. Comme nous I’avons précédemment décrit, ce processus complexe est dépendant de
I’énergie d’interaction entre les corps en présence des microorganismes, substrat et fluide
environnant. Par conséquent, tous les parametres capables de modérer et de changer ces

interactions peuvent potentiellement influencer 1’adhésion des microorganismes sur un
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support solide. Dans les deux paragraphes qui suivent, nous présentons une liste non

exhaustive des différents facteurs pouvant influencer 1’adhésion microbienne.

4.1. Facteurs liés au microorganisme

Chaque famille de microorganismes posséde des propriétés physicochimiques
(hydrophobicité, charge électrostatique, donneur d’électrons/accepteur d’électrons) et des
propriétés structurales (fimbriae, flagelle...) qui lui sont propres. Ainsi, toute modification de
ces caractéristiques peut induire une augmentation ou une diminution de [’adhésion
microbienne. Par exemple, Seale et al. (2008) ont montré que 1’adhésion des spores de quatre
Geobacillus spp., isolées a partir de lait en poudre, dépend des propriétés physicochimiques
de leurs surfaces. En effet, la spore la plus hydrophile et ayant une petite charge négative s’est
trouvée plus attachée au thermanox et 1’acier inoxydable et moins adhérente sur le verre.
Alors que, les spores des autres souches sont adhérées d’une méme maniére sur tous les
substrats étudiés. Il a été également démontré que I’adhésion de quatre souches de
Streptococcus sur des alliages dentaires est influencée par leurs caractéristiques énergétiques.
Ainsi, les souches les plus hydrophiles ont présentées les plus faibles taux d’adhésion (Grivet
et al. 2000).

Dans la littérature scientifique, 1’hydrophobicité de la surface cellulaire est généralement
acceptée comme facteur important dans le phénoméne d’adhésion (Liu et al. 2004, EL Abed
et al. 2010). Une corrélation entre 1’hydrophobicité de plusieurs microorganismes et leur
adhésion a une surface solide a été mise en évidence par Van Loodsdrecht et al. (1987), qui
ont montré que les cellules hydrophobes adhérent mieux que les cellules hydrophiles sur les
supports hydrophobes. D’autres auteurs ont montré que l’adhésion bactérienne (spores)
augmente avec I’hydrophobicité de leur surface ((Husmark et Ronner 1993). En plus de
I’hydrophobicité, le role de la charge de la surface dans le phénomene de 1’adhésion
microbienne est bien discuté dans plusieurs travaux (Van Der Mei et al. 1997, Hamadi et al.
2005, El Abed et al. 2011).

Van Loosdrecht et al. (1989) ont montré que I’effet de la charge est plus important pour
I’adhésion des cellules hydrophiles que les cellules hydrophobes. Henriques et al. (2004), et
Hamadi et Latrache (2008) ont également rapporté que 1’énergie des interactions acido-
basiques et beaucoup plus importante que celle due aux interactions de Van der Waals ou
interactions électrostatiques.

Les caractéristiques physicochimiques de surfaces des micro-organismes peuvent étre

influencées aussi par le mode de préparation de leur culture (Bruinsma et al. 2001). Neu 1996,
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Peterson et al. (2012) ont montré que la centrifugation des cultures permettant un "lavage™ des
microorganismes peut induire des dommages et la rupture de flagelles et de pili, en modifiant
la composition de leurs surfaces, et par conséquent, les caractéristiques énergétiques de
surface bactérienne. Ainsi, la perte des ces organites (flagelles et pili) ayant un role
remarquable dans le déplacement des microorganismes vers le support peut perturber le
phénoméne d’adhésion (Vatanyoopaisarn et al. 2000). Il a été egalement prouvé que la
température de croissance avait un effet important sur 1’adhésion bactérienne en influengant la
mobilité électro-phorétique cellulaire, la production de flagelles ainsi que le caractere
hydrophobe de la surface bactérienne. De méme, La composition du milieu de culture, la
température (Mai et Conner 2007, Zeraik et Nitschke 2012), I’aération de milieu de culture
(Aguilar-Uscanga et Francois 2003), la force ionique et le pH restent aussi des paramétres
importants qui influencent 1’adhésion de microorganismes aux surfaces solides, en modifiant
les composantes électrostatiques des ces derniers (Kim et al. 2010, Djeribi et al. 2013) ou
celles des supports (Hamadi et al. 2009). Néanmoins, certains travaux ont rapporté que le taux
d’adhésion ne varie pas en fonction du milieu suspendant et qu’aucune influence de la force
ionique n’a été trouvée lors de 1’évaluation de 1’adhésion de levures sur le verre a des

concentrations de 33, 150 et 330 mM (Mercier-Bonin et al. 2004).

4.2. Facteurs liés a la surface solide

Le type de métal ou de matériau, les propriétés physicochimiques du support, la topographie
de surface (rugosité), les procédures de nettoyage et le conditionnement ou non de la surface
par un film organique sont des parametres importants a prendre en compte dans 1’étude de
1’adhésion microbienne.

Selon les caractéristiques énergétiques des surfaces solides, I’adhésion des microorganismes
peut étre augmentée ou diminuée (Liu et al. 2004, EI Abed et al. 2011, Desrousseaux et al.
2013).

De nombreuses études ont montré également que les propriétés physiques d’une surface
incluant la rigidité, la stabilité mécaniques, 1’¢lasticité et la topographie influencent I’adhésion
microbienne. Guégan et al. (2014) ont montré une bonne corrélation entre 1’élasticité de
surface et I’adhésion bactérienne. En effet, la souche Pseudoalteromonas sp. (Gram négative)
a été trouvée mieux adhérente en plus grand nombre sur des surfaces rigides

Concerant la rugosite, certains auteurs affirment que les surfaces présentant une surface active
protégent les cellules microbiennes des forces de cisaillement dues a I’écoulement (Demilly

2006). Par contre, d’autres auteurs disent que ce parameétre physique permet la réduction de la
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surface de contact entre le microorganisme et le matériau, conduisant ainsi a son détachement
(Boulangé-Petermann et al. 1997).

Une autre étude sur I’effet de la rugosité des surfaces de titane sur la fixation des bactéries a
montré que la rugosité a I’échelle nanométre favorise 1’adhésion (Truong et al. 2009). En
plus, Machado et al. (2012) ont montré que la gravure du polymeére (chlorure de vinyle)
(PVC) afin de présenter une rugosité nanométrique a modifié I’énergie de surface de ce
polymeére et réduit ainsi I’adhésion initiale de souches bactériennes. De méme, Bengourram et
al. (2009) ont rapporté que la topographie du support et en particulier sa rugosité influencent
I’adhésion microbienne. En effet, la simulation de I'adhésion d'Escherichia coli 382, comme
modele biologique, par I'approche XDLVO, a montré que cette adhésion est maximale a une
rugosité de Ra=0.79 pum.

La prédiction d’adhésion de Penicillium expansum, sur la surface du bois avec différents
degrés de rugosité selon l'approche de XDLVO a montré que 1’adhérence maximale a été
trouvée a une valeur de Ra = 1.83 um (EI Abed et al. 2012a). Ainsi, I’effet de la rugosité des

surfaces n’est pas bien élucid¢ et elle parait influencer indirectement 1’adhésion.

4.3. Film organique

L'absorption de composes organiques sur la surface solide entraine la modification de ses
propriétés physico-chimiques. Ce film organique masque en partie ou totalement les
propriétés initiales de la surface et augmente Il'adhésion ou au contraire la diminue. Le
conditionnement par des molécules organiques ne semble cependant pas éliminer 1’adhésion
bactérienne.

L’adhésion bactérienne est régie principalement par les propriétés physicochimiques du
support, qui peuvent étre modifiées d’une maniére significative par la formation de films de
conditionnement. Hwang et al. (2012) ont étudié la capacité de trois souches de Burkholderia
cepacia d’adhérer sur les lames de verre non traitées et celles revétues par un film d’alginates,
d’albumine de sérum bovin (ASB) ou par une matiere organique naturelle de la rivicre
Suwannee (MON-RS). IlIs ont montré que selon le type de film de conditionnement et les
conditions de force ionique, I’adhésion peut étre élevée ou réduite et qu’elle augmente avec
I’augmentation de la force ionique dans le cas du verre non traité ou de revétement par
1’alginate ou MON-RS.

Dans une autre étude, Hwang et al. (2013) ont démontré que I’adhésion de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 aux lames revétues avec un film de conditionnement formé de polymeéres

extracellulaires d’alginate, des substances humiques et d’albumine de sérum bovin (ASB) a
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été influencée avec le traitement. En effet, ’adhésion bactérienne dans le milieu de forte force
ionique a été augmentée avec le traitement de surface avec les revétues d’alginates et de
substances humiques. Contrairement, le revétement avec ASB a amélioré Il'adhésion
bactérienne a faible force ionique.

En outre, I'impact des films de conditionnement sur 1’adhésion initiale des cellules
bactériennes a été rapporté par Garrido et al. (2014), qui ont montré que 1’adhésion
d’Escherichia coli sur la membrane d’ultrafiltration en polysulfone a été beaucoup plus
importante dans le cas de membrane propre que dans le cas de membrane conditionnée avec
I’albumine de sérum bovin, I’alginate et la matiére organique naturelle (MON). En plus, ils
ont trouvé que I’addition de I’ion de calcium augmente I’adhésion de ce microorganisme et
que I’effet a été trés important sur la membrane revétue par I’alginate par rapport a celles

revétues par ASB et MON.

4.4. Caractéristiques du milieu environnant

Comme nous 1’avons décrit précédemment, la composition du milieu, la force ionique du
fluide environnant et la nature des ions présents dans le milieu de suspension peuvent
influencer 1’adhésion microbienne aux surfaces inertes. Ainsi, une concentration importante
d’électrolytes induira une diminution des interactions électrostatiques et donc le
comportement adhésif des microorganismes sera influencé.

Le pH du milieu de suspension influence les propriétés électrostatiques et les propriétés acido-
basiques par la réduction ou 1’augmentation de la dissociation des groupements acido-
basiques, les phosphates et les carboxyles. En fait, le pH représente un facteur trés intéressant
dans 1’adhésion microbienne. Il a ¢été noté ainsi, que le comportement adhésif de
Staphylococcus aureus ATCC 25 923 sur le verre dépend du pH du milieu de suspension. En
effet, a des pH tres acides (pH 2, pH 3) et a un pH alcalin, les cellules sont déposées sous
formes d’agrégats, alors qu’a pH 5 le phénoméne d'agrégation était absent. En plus, I’étude a
montré que les cellules s’adhérent fortement a des pH 4 a 6 et tres faiblement a des pH acides
(pH 2 a pH 3) (Hamadi et al. 2005). En outre, Mafu et al. (2011) on rapporté la modification
de 1’adhésion de Aeromonas hydrophila, Escherichia coli O157 : H7, Salmonella enteritidis,
et Staphylococcus aureus sur des surfaces hydrophobes et hydrophiles a différentes valeurs de
pH (6, 7, et 8). Une autre investigation a démontré que la surface du bois de cédre occupée par
les spores de Penicillium expansum est influencee fortement par le pH du milieu (ElI Abed et
al. 2012b).
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Les conditions de culture peuvent aussi influencer la capacité d’adhésion des micro-
organismes aux surfaces. En effet, Skovager et al. (2013) ont constaté que la capacité de
Listeria monocytogenes a adhérer a des surfaces solides dans des conditions d'écoulement
dépend de la disponibilité des nutriments. L'addition de L-leucine et du glucose au milieu de
croissance a modifié la composition des cellules de L. monocytogenes en acides gras
permettant ainsi I’augmentation de I’adhésion. Par contre, en cas d’ajout de mannose la
capacité d’adhésion a été diminuée.

L'influence de la température ainsi que du milieu de croissance sur 1’adhésion de
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus
et Listeria monocytogenes sur des surfaces de polystyréne a €té rapporté par Zeraik et
Nitschke (2012). 1l a été noté que la plupart des bactéries ont montré le taux d’adhésion le
plus ¢élevé lorsqu'elles ont été cultivées dans le milieu riche en nutriments. A 1’exception de S.
marcescens, qui a été influencée positivement par la production de pigments, favorisées dans
les milieux pauvres en éléments nutritifs (lactose et gélose avec peptone). lls ont également

observé que 1’adhésion de P. aeruginosa au polystyréne augmente a basse température.

4.5. Nettoyage des surfaces

Les traitements de nettoyage des matériaux affectent les caractéristiques physicochimiques et
énergétiques de leurs surfaces (topographie, charge, énergie de surface) (Boulangé-Petermann
et al. 2006, Pegueroles et al. 2008, Simon et al. 2013, Erkut et al. 2014). En effet, selon les
techniques et les produits (produits acides, basiques...) utilisés pour le nettoyage, la charge et
I’énergie de surface peuvent étre faibles ou fortes, en influencant ainsi le phénomene
d’adhésion microbienne. Par exemple, Park et al. (2012) ont rapporté que le nettoyage des
¢échantillons de Titanium dans un bain d’ultrason avec de l'eau-acétone-éthanol-isopropanol,
ainsi que leur stérilisation avec différentes méthodes (autoclave, irradiation gamma, un
plasma d'oxygene, ou la lumiere ultraviolette) influencent les composants chimiques de

surfaces, I’hydrophilicité, la rugosité et leur morphologie.
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I1. BIODEGRADATION DU BOIS DE CEDRE PAR LES BIOFILMS

1. Bois de cedre et son exploitation

Le bois de cedre (Cedrus atlantica) est un matériau ancestral utilisé dans la construction et

dans le mobilier depuis 1’avénement de 1’islam au 7%M siecle, en passant par 1’époque des

différentes dynasties arabo-berbeéres ayant géré le Maroc et jusqu’a la fin de 19°™ siécle
(M’hirit et Benzyane 2006). C’est un biomatériau végétal complexe que ce soit par sa
composition chimique ou son comportement physique. Au Maroc, il occupe une large et
importante superficie de 1’ordre de 133.600 ha repartie en trois blocs dont le Moyen Atlas, le
Grand Atlas oriental et le Rif occidental et central. Le cedre a occupé une place centrale dans
la vie et les activités humaines depuis des siécles au Proche-Orient. Au fil des années, son
utilisation s’est ensuite étendue respectivement a la Gréce et dans la Méditerranée occidentale
vers 6000 et 5500 & 4500 ans avant J-C.

Le bois de cédre a accompagné les civilisations arabo-musulmanes les plus prestigieuses pour
son bois caractérisé par sa beauté captivante, son imputrescibilité, sa durabilité naturelle et
son odeur épicée. En fait, pendant toute I’histoire des dynasties Idrisside, Almoravide et
Almohade, le cedre fut le bois omniprésent et le plus employé dans la construction des
maisons (plafonds et des arcades), la fabrication d’équipements divers, I’ornementation avec
I’apparition de majestueux édifices: grandes mosquées et mausolées, somptueux palais, riads.
En plus de son surexploitation dans les constructions monumentales des villes contemporaines
et impériales du Maroc comme Fés, Marrakech, Rabat, Meknés et Tétouan, le cédre a
influencé également la politique et la force comme le témoigne 1’exemple le plus significatif
le minbar ou chaire a précher (M’hirit et Benzyane 2006).

L’usage intensif du bois de cédre est un fait incontournable dans la construction et la
décoration des monuments historiques de la ville de Fes, la cité des sciences, centre spirituel
et culturel du Maroc, en particulier, son ancienne Médina. Cette derniére constitue un musée
vivant présentant une grande diversite des formes architecturales (mosquées, maisons,
monuments et édifices) (Figure 4) et des paysages urbains tout au long de ses ruelles, ses

batiments, constituant un héritage millénaire et riche qui remonte a I'époque des Idrissides.
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Figure 4 : Exemples d’utilisation du bois de cédre dans les monuments et sites historiques de
la médina de Fés (a) La médersa Sahrij (b) La médersa Saffarine (c) El Najjarine (d) Minaret
de la mosqueée Sidi Ahmed Tijani.

2. Dégradation microbienne du bois

Etant un matériau organique naturel, largement utilisé depuis trés longtemps dans de
nombreuses applications dans I’histoire de I’humanité, le bois présente un inconvénient
majeur lié¢ a sa durée de vie limitée dans certaines circonstances. En effet, il est menacé d’étre
attaque par différents facteurs abiotiques (humidité et rayons ultra-violets) ou biotiques de
détérioration. Ces agents biologiques, qu’ils soient des insectes xylophages qui creusent des
galeries dans le bois pour y pondre leurs ceufs, ou des microorganismes (champignons et
bactéries), qui le dégradent en se nourrissant de ses ressources, vont conduire a la
détérioration de I’aspect physique du bois, son caractére esthétique et de ses propriétés
mécaniques conduisant ainsi a des pertes socioéconomiques importantes (Shanks et al. 2003,
Ros-Barceld et al. 2006, Klaassen et Overeem 2012). Les paragraphes qui suivent sont
destinés a présenter la composition chimique du bois, les agents biotiques responsables de sa

dégradation et leur mode d’action.
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2.1. Rappel sur la composition chimique du bois

Dans la nature, le bois se trouve généralement sous deux formes distinctes : les résineux (bois
tendre) et les feuillus (bois dur). Sa composition complexe est constituée essentiellement de
composants macromoléculaires (cellulose, hémicellulose et lignine) (Tableau 1), et les
composants de faible poids moléculaire (substances minérales et extractibles) présents en
quantités plus ou moins importantes. La cellulose se retrouve principalement a ’intérieur de
la fibre, I’hémicelluloses est concentrée dans les parois extérieures de la fibre tandis que la
lignine constitue le composant principal des lamelles de jonction inter-fibres.
Tableau 1 : Composition chimique du bois de cedre (Timell 1986)

Cellulose Hémicellulose Lignine
Cedre 36% 18% 33%

2.1.1. Cellulose

La cellulose constitue la structure de base des parois cellulaires des cellules végétales. Sa
formule générale est (CgH100s)n, c’est un polymere linéaire constitué d’unités de B--D-
glucopyranose (Wang et Cooper 2005), liées entre elles par des liaisons B -1,4 glycosidique
permettant de stabiliser sa structure et réduire sa flexibilité (Figure 5a).

A 1’état naturel, la cellulose se présente en partic amorphe et en partie cristalline. Du fait de sa
composition chimique, les liaisons d’hydrogéne entre ses différentes chaines peuvent étre
établies. Ces dernieres sont responsables de la formation des microfibrilles dans lesquelles
certaines régions sont hautement ordonnées (régions cristallines) et d’autres sont moins

(régions amorphes) (Figure 5b).
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Figure 5 : a) Structure moléculaire de la cellulose. b) Représentation schématique des
zones cristallines et amorphes de la cellulose (Zhao et al. 2007).
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2.1.2. Hémicellulose

Les hémicelluloses sont définies comme étant des hétéropolysaccharides présents dans les
parois cellulaires des végétaux. Ces macromolécules polyosidiques sont constituees
principalement des hexoses (mannose, glucose et galactose), des pentoses (xylose, arabinose),
des déoxyhexoses (rhamnose et fucose), ainsi que des acides uroniques (galacturonique et
glucuronique) (Fengel 1984, Brodeur et al. 2011). Les hémicelluloses sont caractérisées par
leur faible masse molaire, leur structure trés amorphe et degré de polymérisation plus faible
que celui de la cellulose. Les principaux composants de 1’hémicellulose sont rapportés dans la

figure 6.
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Figure 6 : Principaux composants de I’hémicellulose (Fengel 1984).

2.1.3. Lignine

La lignine constitue la macromolécule tridimensionnelle la plus importante des fibres
végétales, Ce polymere polyphénolique de nature hydrophobe et aromatique est synthétisé a
partir de monomeres de nature phénylpropane (précurseurs) constitués des alcools dont le p-
coumarylique, le coniférylique et le sinapylique (Brodeur et al. 2011, Sarvaramini et al. 2013)
(Figure 7). Etant donné sa teneur élevée en carbone, par rapport a celle de la cellulose, la

lignine donne au bois une nature rigide en le protégeant contre 1’attaque des organismes

pathogenes.
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Figure 7 : Précurseurs de la biosynthése de la lignine (Fengel 1984).
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2.2. Agents biotiques responsables de la biodégradation du bois

Une biodétérioration est définie comme étant une dégradation indésirable causée par des
organismes vivants principalement des microorganismes (Eggins et Oxley 2001). Du fait de
sa composition chimique riche en cellulose, hémicelluloses et en lignine, le bois peut servir de
source d’alimentation a toute une large gamme de microorganismes dont les champignons, les
bactéries, les insectes et les xylophages (De Best et al. 2008, Pimchuai et al. 2010). Ce qui
induit a différents types de détériorations, a des modifications des propriétés physico-
chimiques et mécaniques et a la réduction de la résistance de ce matériau (Daniel 2014).

Seule la biodégradation du bois par les champignons et les bactéries sera abordée dans le
cadre de cette étude bibliographique. En fait, les études réalisées dans cet axe de recherche ont
montré que I’endommagement de ce matériau peut étre di essentiellement et majoritairement
a ce type d’organismes vivants dotés du pouvoir enzymatique attaquant le bois et créent une

érosion de sa surface.
2.2.1. Champignons du bois

Dans les professions liées a 1’industrie du bois, les champignons se divisent en catégories
selon le type de dégats qu’ils occasionnent. En effet, la particularité des champignons est le
pourrissement, le changement de couleur et 1’affaiblissement des propriétés mécaniques et
esthétiques du bois ainsi la dégradation de sa structure. On trouve ainsi les champignons de

pourriture blanche, brune, molle et bleuissement (Figure 8).

Les champignons de pourriture blanche (pourritures fibreuses) appartenant aux
Basidiomycétes sont seuls caractérisés par leur capacité de dégrader a la fois la cellulose, les
hémicelluloses et les lignines. Dans les conditions aérobies, ces champignons peuvent
completement minéraliser les constituants du bois par I'utilisation d’un large éventail
d’activités physiologiques et biocatalytiques, produites durant la colonisation et la dégradation
de ce matériau par des hyphes fongiques, pénétrant non seulement par I’intermédiaire de la
structure radial du bois mais aussi par la disponibiliteé et le stockage de nutriments facilement
accessibles dans ses cellules de parenchyme (Hammel et al. 2002, Daniel 2003, Daniel et al.
2007, Hatakka et Hammel 2011).

Les vitesses relatives de décomposition de la lignine, de la cellulose et de I’hémicellulose
varient largement avec les espéces fongiques, leur état physiologique et capacité de

détérioration, ainsi avec le type du bois (tendre/dure) (Klaassen et Overeem 2012, Daniel

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



BIODEGRADATION DU BOIS DE CEDRE PAR LES BIOFILMS

2014). Parmi les champignons de pourriture blanche on trouve: Trametes versicolor,
Ceriporiopsis subvermispora, Phanerochate chrysosporium, Phlebia radiate, Pleurotus
ostreatus, Pycnoporus cinnabarinus. Polyporus arcularius, Cyathus olla, Cyathus striatus,
Gymnopus dryophilus, Penicillium crustosum, Penicillium commune, Thielavia hyalocarpa et
Mycena sp.(Zyani et al. 2009, Barrasa et al. 2014, Pardo et Alfaro 2014).

Deux types de pourritures blanches sont généralement distingués selon 1’ordre dans lequel le

champignon agit :

e Ladélignification sélective ou type |

La lignine est dégradée avant la cellulose et les hémicelluloses. Le bois se décolore et perd
de sa rigidité. 1l acquiert une structure fibreuse et molle et conserve son élasticité tant que
subsiste la cellulose (Daniel et al. 2004).

e La carie simultanée ou type Il

La dégradation de la cellulose, des hémicelluloses et de la lignine se produisent a la méme

vitesse. Le bois dégradé perd de sa rigidité et de son élasticité (Daniel 2003).

La pourriture molle est un type de la pourriture qui se produit principalement dans les
conditions d’humidité élevée, large gamme de température et par les ascomycetes et
champignons imparfaits (Bjordal 2012). Ces microorganismes sont peu adaptés a la
dégradation du bois du fait de leur incapacité a attaquer les lignines mais sont en revanche
cellulolytiques. Ils sont particuliérement actifs dans des conditions qui découragent l'activité
des champignons de la pourriture blanche et brune. Cette forme de pourriture a été décrite
dans différents échantillons du bois de divers sites historiques et culturels (Abdelkader et
Hamed 2013).

La pourriture molle est provoquée par [’action conjointe de plusieurs champignons
microscopiques qui détruisent la cellulose. Le bois devient noiratre et mou provoquant ainsi
une pourriture cubique superficielle. Les champignons de la pourriture molle causent deux
différents types d’attaque. En effet, le premier se caractérise par la formation des cavités avec
des extremités coniques par les hyphes fongiques durant la détérioration de la paroi cellulaire
secondaire. Le second est connu par 1’érosion de la paroi cellulaire par les hyphes situés dans
le lumen de la cellule en secrétant les enzymes qui diffusent dans la paroi cellulaire et par la
suite la lyse des fibres. Parmi les champignons de cette pourriture on peut citer : Aspergillus

niger, Penicillium chrysogenum, Chaetomium cellulolyticum, Fusarium oxysporum,
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Penicilium jenthillenum, Trichoderma reesei, Hypoxylon, Paecilomyces, et Trichoderma
atrovirid (Vasil et al. 2005, Schwarze et al. 2012, Abdelkader et Hamed 2013).

Les champignons de la pourriture brune/ cubique dégradent préférentiellement la cellulose et
les hémicelluloses. D'un point de vue morphologique, il est souvent rapporté que les premiers
signes de dégradation par des champignons de la pourriture brune en bois se produisent au
niveau des interfaces des couches de la paroi cellulaire. Egalement Il est généralement admis
que ces champignons colonisent et se développent tout au long de la structure du bois
(cellules des fibres et autres). Comme ils peuvent produire des hyphes qui poussent dans les
parois secondaires des deux types du bois qui perdent leur structure et sont réduites en
substance amorphe (Kleist et Schmitt 2001).

Le bois altéré prend une teinte plus foncée que la normale, souvent brunatre ou brun
rougeatre. 1l perd son élasticité et devient de plus en plus cassant, se clivant selon trois
directions sensiblement perpendiculaires. L’extraction de 1’eau contenue dans le bois par les
champignons fait apparaitre sa forme cubique (Niemenmaa et al. 2008, Yelle et al. 2011).
Parmi les champignons de pourriture brune les plus étudiées, on trouve notamment un grand
nombre de basidiomycetes tels que Laetoporeus sulphureus, Fomitopsis palustris,
Coniophora puteana, Fomitopsis pinicola et Gloeophyllum trabeum (Bami et Mohebby 2011,
Monrroy et al. 2011, Daniel 2014).

=)
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Figure 8 : Echantillons représentatifs des différents types de pourriture de bois : (a)

décoloration par les moisissures ; (b) pourriture brune (notez la forme cubique et la

couleur foncée du bois, () pourriture blanche (notez 1’aspect blanchi) (d) pourriture
molle (Clausen 2010).
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Les champignons du bleuissement sont des espéces d’ascomycétes incapables de degrader le
xyléme du bois ligno-cellulosique. 1ls sont fréquemment diffusés sous forme de spores. Leurs
hyphes s’étendent dans des troncs du bois aboutissant ainsi au rayon de parenchyme et les
cellules de phloéme (DiGuistini et al. 2011). Ces champignons de bleuissement se
caractérisent par la sécrétion de mélanine de couleur foncée sur la paroi des cellules de leurs
hyphes pour la protection contre la lumiere. Parmi ces champignons on rencontre Ophiostoma
sp., O. piceae, Grosmannia, clavigera G,P (Lundell et al. 2014).

2.2.2. Bactéries du bois

La dégradation bactérienne du bois a été connue depuis tres longtemps. Principalement cela a
été reconnu du fait que les bactéries aérobies, aérobies facultatif ou anaérobies existant dans
un large éventail de milieux aquatiques et terrestres sont capables de provoquer les déchirures
localisées ou des cavités dans la paroi cellulaire aboutissant ainsi a 1’augmentation de la
perméabilité du bois, et entrainant des pertes de masse, des propriétés mécaniques et
esthétiques. Parmi les bactéries dégradant le bois on rencontre le plus souvent les deux sous
embranchements de bactéries cellulolytiques aérobies : les eubactéries et les mycobactéries
(Cauliez 2007).

Les bactéries dégradant le bois sont connues d’étre unicellulaire, Gram négatif ou positive,
mobiles, bactéries polymorphes possédant une considérable plasticité de la paroi cellulaire.
Sur la base de leurs caractéristiques micro-morphologiques spécifiques, deux principaux types
de bactéries dégradant de bois ont été décrits (Gelbrich et al. 2008) :

Les bactéries nommeées « tunnelling bacteria » se sont des bactéries qui attaquent des tissues
lignifiés et creusent de véritables tunnels. Elles peuvent pénétrer directement des parois
cellulaires du bois soit a partir du lumen de la cellule ou de la surface du bois (figure 9). Ces
bactéries sont trés répandues dans les environnements similaires aux conditions de la
pourriture molle. Elles sont connues par les sécrétions extracellulaires sous forme de veésicules
morphologiquement similaires a celles rapportées chez certaines bactéries cellulolytiques
telles que Bacteroides succinogenes ou aux multicellulase « cellulosomes » trouvées sur la
paroi cellulaire externe des bactéries anaérobies comme Clostridium thermocellulum (Daniel
2014).

Les bactéries dites bactéries d’érosion sont les principaux agents de dégradation du bois
existant dans des conditions anaérobies (figure 10). En effet, contrairement aux autres types

d’organismes (champignons et bactéries), ce type de bactéries est capable de dégrader les
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constructions en bois massif sous de tres faibles concentrations en oxygene. Ce sont des
batonnets de 2-8 um de longueur et de 0.5-0.9 de diamétre um. Leur invasion commence a
partir de la surface du bois a travers ses rayons et ses fosses aboutissant au lumen de cellules
des trachéides. De I3, les bactéries attaquent et dégradent la paroi cellulaire du bois. Ces
microorganismes transforment la cellulose de la paroi cellulaire secondaire en matériaux
visqueux et amorphes, alors que la lignine de la lamelle moyenne reste intacte. Dans les
échantillons archéologiques présents dans un environnement humide, 1’hémicellulose se

trouve beaucoup plus dégradée que la cellulose (Gelbrich et al. 2008).

De plus, une autre forme de bactéries dites filamenteuses, dont Streptomyces sp ont
également été trouvées présentes dans les tissus ligneux. Le rble de ces bactéries
filamenteuses en bio-minéralisation du bois reste obscur. Pourtant, elles sont connues par leur
capacit¢ a produire une grande variété d’enzymes dégradant les polysaccharides et les

composés lignifiés d’une maniére importante (Lu et al. 2013).

Sy b.

Figure 9 : Aspects de I’attaque du bois par les bactéries de tunnels comme visualisées en
utilisant la microscopie électronique a balayage (MEB) et la microscopie électronique en
transmission (MET). a) La sécrétion visqueuse typique qui permet I'entrée de ces
bactéries dans les cellules du lumen du bois. b) bactéries renfermées dans les tubes

extracellulaire formés et fixes sur les cellules du lumen du bois. 1.0 um (Daniel 2003).

Figure 10 : MEB et MET micrographies montrant les bactéries d'érosion
attaquant le bois. a) étape de décomposition précoce en forme de tige
encapsulés au niveau de la paroi cellulaire de le lumen du bois ; b) I’attaque de

la paroi des cellulaire secondaire en formant des canaux d’érosion. a, 0.4pum b,
1.0 um (Daniel 2003).
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3. Systéemes enzymatiques impliqués dans la dégradation du bois

Dans la nature, la dégradation du bois par les microorganismes se fait selon un processus
enzymatique en sécrétant une gamme d’enzymes d’endoglucanases, cellobiohydrolases et 3
glucosidases (Daniel 2014). Comme au cours de ces vingt derniéres années, un certain
nombre de systemes non enzymatiques impliquant les oxydants/réducteurs ont été proposés,
mais de nos jours aucun systéme n’est pleinement accepté (Hammel et al. 2002, Hunt et al.
2013).

3.1. Dégradation enzymatique de la cellulose et de ’hémicellulose

La dégradation enzymatique de la cellulose implique I’action de quatre types d’activités
cellulolytiques. La premiére vise a dénaturer leurs structures cristallines en attaquant des
régions amorphes de celluloses par les endoglucanases qui hydrolysent les liaisons B-1,4 des
chaines de glucane entrainant ainsi la dépolymeérisation partielle et la création de nouvelles
extrémités. Ensuite, les cellobiohydrolases hydrolysent les chaines a partir de ces extrémités
en produisant des cellodextrines qui seront hydrolysées a leur tour par des B-1,4 glucosidases
en monomeres de glucose (Kumar et al. 2008). Il est également noté que lors d’une phase
d’ana-morphogenése, les protéines non-hydrolytiques peuvent intervenir en écartant les

fibrilles de cellulose et facilitant 1’accés des enzymes principales de détérioration (figure 11).
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Figure 11 : Schéma général de la dégradation de la cellulose et de I’hémicellulose. a) Schéma
d’un systeme cellulosique montrant les différentes enzymes impliquées dans la dégradation.
Le schéma propose I’intervention des expansines, protéines pouvant perturber les liaisons
hydrogénes entre les polysaccharides des parois cellulaires sans les hydrolyser. b) Schéma

d’un systéme de dégradation des hémicelluloses (Aro et al. 2005).

3.2. Dégradation enzymatique de la lignine

Vu son insolubilité et sa structure complexe, la biodégradation de la lignine s’effectue par un
processus d’oxydation de ses structures phénoliques sous ’action des enzymes oxydatives
extracellulaires principalement les peroxydases, laccases, les tyrosinases ainsi que des
cofacteurs associés (Hammel et Cullen 2008, Hunt et al. 2013).

En se basant sur leur mode d’action sur la lignine, les enzymes lignolytiques sont regroupées
en deux catégories :

La catégorie dite « Lignin Oxidases » (ou LO) sont les enzymes qui agissent directement sur

la lignine en catalysant les réactions d’oxydation. Parmi ces enzymes on trouve les laccases,
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les manganéses peroxydases, les lignines peroxydases et les versatiles peroxydases. L autre
catégorie dite « Lignin Degrading Auxiliary enzymes» regroupe des enzymes intervenant en
synergie avec les LO et qui produisent le peroxyde d’hydrogene H,O, nécessaire au cycle
catalytique des peroxydases. Parmi ces enzymes on rencontre les vanillyl-alcool oxydases, les
alcools oxydases, les estérases et les glycoxal oxydases (Levasseur et al. 2008).

4. Dégradation du bois des ceuvres monumentales

Historiquement, le bois de cedre a fait 1’objet de progrés technologiques majeurs dans la
construction, I’ameublement et la fabrication d’instruments divers. Toutefois, en tant qu’il est
un matériau naturel et riche en composeés qui peuvent servir comme nutriments a toute une
variété d’organismes vivants, le bois est sensible aux agents biologiques de dégradation dont
les champignons, les bactéries, les insectes et les xylophages. En effet, ces microorganismes
dégradent le bois en utilisant ses constitutions comme source d’alimentation pour assurer leur
croissance. Ce qui conduit ainsi a des impacts économiques importants et a une perte des

propriétés esthétiques et/ou mécaniques ou a une destruction quasi-totale de ce patrimoine

culturel (figure 12).

Figure 12 : Quelques exemples de la dégradation des ceuvres monumentales de la Médina de
Fes. a) Médersa Sahrij. b) Ancienne maison de la Médina de Fés. d) Médersa Shaiyine.

L'UNESCO a désigné la totalité de la Médina de Fés monument mondiale. Dans cette
Médina, le cédre fut le bois omniprésent et le plus apprécié a 1’usage monumental pour
I’ameublement, 1’art et 1’artisanat. Comme dans les ceuvres sculptées ou les amateurs de ’art
n’ont pas manqué d’admirer certains toits ou les portes des anciennes Médinas. Néanmoins,
une grande partie de ce patrimoine culturel précieux qui a été accumulée au fil du temps est
aujourd'hui dans un état avancé de la biodégradation. D’ou la nécessité de la mise en place de

stratégies de conservation et de préservation de ces monuments architecturales et historiques.
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Ce qui a fait ’objet de plusieurs projets et/ou études auxquels participent I'UNESCO et
d'autres organisations de la société civile et du privé. Cependant, ’application de ces
stratégies n’est pas encore scientifique. De ce fait, la conception méme de la protection du
bois contre la dégradation ainsi la préservation du patrimoine exige la mise en ceuvre des
nouvelles politiques de développement durable et une nouvelle stratégie bien définie
d’intervention afin d’assurer a la Médina de Fés sa continuité, sa vitalité et sa valeur

patrimoniale qui 1’avait toujours distinguée.
5. Biofilms sur le bois

L’étude des mécanismes impliqués dans 1’adhésion et la formation des biofilms microbiens
sur une grande variété de surfaces telles que les surfaces minérales (pierres, bétons), les tissus
vivants, les plastiques et les métaux a fait I’objet d’une partie importante dans les travaux de
recherche scientifique. Les biofilms ont également été étudiés dans de nombreux domaines
tels que I’agroalimentaire, I’environnement et le domaine biomédical (Lellouche et al. 2012,
Renata et al. 2012, Lafleur et al. 2013, Galinari et al. 2014) et sur de nombreux
matériaux (I’acier inoxydable, le polystyréne, le verre) (Bonsaglia et al. 2014, Ciccio et al.
2014, Phuong et al. 2015). Cependant, les biofilms implantés sur le bois est un sujet trés peu
abordé dans la littérature scientifique (Didienne et al. 2012, EI Abed et al. 2013, Guzzon et al.
2015). En effet, la complexité de 1’étude de ce matériau (complexité de sa composition
chimique, multiplicit¢ des facteurs et des conditions d’utilisation) est a 1’origine de la
divergence des conclusions des études réalisées. A notre connaissance, un faible nombre
d’études scientifiques a été publié sur le sujet. Le tableau 2 ci-aprés résume les différents

travaux sur les biofilms du bois.

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



BIODEGRADATION DU BOIS DE CEDRE PAR LES BIOFILMS

Tableau 2 : Revue des différents travaux concernant I’étude des biofilms a la surface du bois

Micro-organismes étudiés Domaine de recherche Références
Penicillium expansum Monumental (Barkai et al. 2015)
Plusieurs bacteries et levures Agroalimentaire (Guzzon et al. 2015)
Escherichia coli 0157 :H7 Agroalimentaire (Bang et al. 2014)
Staphylococcus aureus, Escherichia Agroalimentaire (Galinari et al. 2014)

coli, coliforms, Lactobacillus spp.
Lactococcus spp.

Penicillium granulatum, Penicillium Monumental (El Abed et al. 2013)
crustosum, Penicillium
commune, Penicillium chrysogenum

Lactobacillus Agroalimentaire (Didienne et al. 2012)
Streptococcus thermophilus Agroalimentaire (Settanni et al. 2012)
Plusieurs bactéries et champignons Monumental et industriel | (EIl Abed et al. 2011)
Listeria monocytogenes, Listeria spp. Agroalimentaire (Adetun;ji et Isola
E.coli 20114, 2011b)
E.coli 0157 :H7

Levures et moisissures (Aureobasidium Ecologie et (Sailer et al. 2010)
pullulans) environnement

Aspergillus niger, Penicillium Monumental (EL Abed et al. 2010)
expansum

Biofilm entier Agroalimentaire (Oulahal et al. 2009)
Bactéries lactiques Agroalimentaire (Lortal et al. 2009)
Listeria monocytogenes Agroalimentaire (Guillier et al. 2008)
Biofilm entier Agroalimentaire (Mariani et al. 2007)
Biofilm entier Agroalimentaire (Licitra et al. 2007)
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I11. PRESERVATION DU BOIS ET LUTTE CONTRE LES BIOFILMS

1. Préservation du bois

La préservation du bois contre les agents de biodétérioration se présente depuis des siecles
comme un défi pour ’Homme. En effet, malgré les précautions prises dans le choix d’un bois

précis, ce dernier peut perdre sa durabilité avec le temps.

La durabilité d’une espéce de bois est, en fait, sa résistance naturelle contre 1’attaque par des
champignons, bactéries et des insectes. Si le bois, qui n’est pas durable par nature, est utilisé
en milieu humide ou en contact direct avec le sol ou I’eau, il nécessite un traitement de
préservation artificiel préalable pour conserver toutes ses propriétés mécaniques et
esthétiques, prolonger sa durabilité et améliorer sa qualité. Dans ce contexte, de nombreux
produits et traitements ont été développés pour lutter contre cette biodégradation indésirable
de ce matériau. Détailler chaque produit et traitement de préservation du bois nécessiterait le
temps d’une these, de ce fait, les paragraphes qui suivent essaient de résumer les différentes

techniques et produits courants et/ou innovants utilisés dans la littérature.

Parmi les produits tres utilisés dans la préservation du bois, on trouve les produits organiques
tels que les carbamates, les triazoles (propiconazole, azaconazole, tébuconazole), les sels
d’ammonium quaternaire (chlorure de didécyldimethyl ammonium) et des complexes
organométalliques (oxine de cuivre, citrate de cuivre). Ces composes sont utilisés en solution
dans les solvants organiques permettant leur fixation sur le bois. Dans le but de réduire les
émissions de composés organiques volatiles (solvant), ces composes sont utilisés en phase

aqueuse sous forme d’émulsion (Hyvonen et al. 2006, Stirling et al. 2014).

Les goudrons et les huiles composés d’un mélange extrémement complexe d’hydrocarbures
aromatiques, de composés phénoliques et d’hydrocarbures aromatiques azotés sont aussi
employés dans la préservation du bois. Dans cette catégorie de produits on rencontre
majoritairement les créosotes obtenues par distillation de goudron. Ils existent en deux
formes, les créosotes légeres correspondant a la fraction distillee en premier et les créosotes
lourdes correspondant aux produits distillés a plus haute temperature. Malgré son utilisation
intense depuis longtemps, la créosote est de nos jours peu utilisée du fait de sa toxicité et de
I’aspect inesthétique de traitement (couleur, odeur...).

Les formulations multi sels a base de chrome (Cr), de cuivre (Cu) et d’arsenic (As) connues
sous le nom de formulations CCA et qui sont toxiques pour les champignons lignivores, les

insectes et les tébérants marins ont été aussi utilisées. Elles protegent efficacement le bois
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contre les risques biologiques élevés (Nicholas et al. 2000, Cao et Jiang 2014). Or ces sels
peuvent toutefois induire de nombreuses pathologies chez les étres vivants, ce qui a conduit a

leur abandon progressif dans la plupart des pays europeens.
2. Méthodes de lutte contre les biofilms

En tant qu’un matériau d’origine naturel, le bois est sensible aux attaques de plusieurs agents
de degradation dont les biofilms causant ainsi un impact économique considérable. 1l est donc
absolument nécessaire d’intervenir pour conserver toutes ses propriétés mécaniques et
esthétiques et d’éradiquer ces biofilms nuisibles en développant des moyens efficaces et
pérennes. De maniére croissante ces dix derniéres années, les recherches concernant les
moyens de lutte contre les biofilms se multiplient. Elles peuvent se définir selon deux axes
principaux : empécher la formation de biofilms, et lorsqu’ils sont déja présents, les détruire.
Actuellement, plusieurs méthodes et stratégies physiques, chimiques et biologiques sont
proposées.

2.1. Méthodes physiques

Le développement de surfaces antiadhésives par la modification de leurs propriétés
physicochimiques est le moyen le plus simple et le plus important pour influencer et réduire
I'interaction des microorganismes (cellules planctoniques) avec les supports et par conséquent
la lutte contre I’adhésion et la formation des biofilms. En effet, les caractéristiques
physicochimiques du support tels que la rugosité, la charge de surface et I’hydrophobicité
peuvent jouer un role important dans I’adhésion microbienne (ElI Abed et al. 20123,
Merzougui et al. 2013). Plus la surface sera rugueuse, plus il y’aura d’irrégularités pouvant
servir de niches écologiques pour la fixation des microorganismes, donc la surface doit étre la
plus lisse possible pour réduire la colonisation microbienne (Hutchinson et al. 2006).

La modification physicochimique de surface peut aussi étre obtenue par un traitement plasma,
il s’agit d’un gaz partiellement ou totalement ionis¢ composé d’électrons, de particules
ioniques chargées, de radicaux, de photons et de molécules dont I’ensemble est
¢lectriquement neutre. Le processus d’ionisation peut se produire par exemple quand les
molécules d’un gaz sont soumises a une radiation a haute énergie, a un champ électrique ou a
une haute énergie thermique. Ce traitement permet d’activer ou de modifier la surface des
matériaux de telle sorte qu’il réduit ou évite totalement I’adhésion microbienne sur le support
traité (Valt 2009). Poto¢nakova et al. (2013) ont eégalement montré que le traitement du bois

par plasma d’oxygene a permis une amélioration significative de la mouillabilité du bois,
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méme apres un temps de traitement de quelques secondes. De plus, Temiz et al. (2016) ont
rapporté que le traitement du bois par plasma d’O2/N, a 100 W pendant 10 min est capable de
d’améliorer ses propriétés physiques et lui confére une résistance vis-a-vis de Postia placenta

FPRL 280 champignon de la pourriture brune.

Une autre technique consiste a immobiliser en surface des matériaux des polymeéres comme
I’oxyde de polyéthyléne (PEO) ou le polyéthylene glycol (PEG). Ces derniers sont connus par
leurs caractéres hydrophiles et ils sont capables de former des brosses moléculaires flexibles
empéchant ainsi 1’adhésion des cellules (Banerjee et al. 2011). De méme, Guzzon et al.
(2015) ont rapporté que le revétement du bois par 1’alcoxydes de silicium pur
(Methyltriethoxysilane) a phase gazeuse a montré une action efficace contre la contamination
et la colonisation microbienne. En effet, cette membrane de silice a défavorisé I’adhésion des
microorganismes testés. En outre, 1’amélioration de la résistance du bois aux pourritures
brune et blanche par un traitement de combinaison en utilisant I'anhydride maléique et de
copolymérisation par greffage avec glycidyle et le méthacrylate de méthyle a été rapportée
dans I’étude de Li et al. (2011).

Dans le but d’améliorer certaines propriétés telles que la stabilité, la durabilité et la résistance
aux agents de pourritures, plusieurs études ont été menées sur le traitement thermique du bois.
Ce traitement consiste a exposeé le bois a des températures comprises entre 180 et 240°C sous
atmospheére ce qui a conduit a la modification chimique du bois par dépolymérisation de la
cellulose et les hémicelluloses en premier lieu, puis déformation de la lignine et par
conséquent le bois devient un matériau plus hydrophobe et donc plus stable et plus durable
(Geérardin et al. 2007, Cheng et al. 2016). Kasemsiri et al. (2012) ont également étudié le bois
de type cédre rouge (Eastern redcedar) qu’ils ont chauffé a des températures variant entre 120
et 190°C. Les résultats obtenus par ces auteurs ont montré une diminution de 1’hygroscopicité
(reprise d’humidité) et une amélioration de la stabilit¢ dimensionnelle (gonflement) avec
I’augmentation du temps et de la température du traitement. D’autres travaux sur le traitement
thermique ont démontré que mise a part la baisse des propriétés mécaniques, le traitement
thermique du bois améliore sa résistance aux agnents de pourritures, sa stabilité

dimensionnelle et sa durabilité (Nguila Inari et al. 2006, Severo et al. 2016).
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2.2. Méthodes chimiques

En plus des méthodes physiques de traitement du bois, afin de le préserver et lui confére une
bonne durabilité, on trouve des méthodes chimiques qui consistent & imprégner et immerger le

bois dans des produits chimiques (Wikberg et Maunu 2004, Kamperidou et al. 2013).

Parmi les produits chimiques souvent utilisés, on cite notamment des chélateurs de métaux
pouvant limiter ’accés des ions métalliques nécessaires a [’activité enzymatiques des
champignons dégradant le bois (Diouf et al. 2002, Dumarcay et al. 2003). D’autres produits
sont des sels métalliques dissous dans 1’eau (sels hydrosolubles), tels que I’arséniate de cuivre
chromé (CCA), I’arséniate de cuivre ammoniacal (ACA), le cuivre-chrome (CC), le cuivre-
chrome-bore (CCB), le fluor-chrome-arsenic-phénol (FCAP), la créosote et le
pentachlorophénol (Sivonen et al. 2002, Goodell et al. 2003).

Bien qu’ils permettent d’améliorer considérablement les propriétés du bois traité, 1’utilisation
des produits chimiques comporte des inconvénients. En effet, ’utilisation du CCA entraine le
craquement du bois. La créosote quant a elle augmente I’allumage du feu, ce qui est
dangereux en cas d’incendie. L’inconvénient majeur du traitement chimique du bois est la
non-dégradabilité naturelle des ces produits, les retombées négatives sur I’écosysteme et leur
toxicité excessive sur I’environnement (Wikberg et Maunu 2004). De ce fait, ils font I’objet
de strictes réglementations par la directive des produits Biocides dans plusieurs pays en
Europe et aux Etats —Unis.

2.3. Méthodes biologiques

L’utilisation des produits chimiques pour lutter contre la formation des biofilms du bois
s’avere efficace mais souvent tres nocif aussi bien pour I’Homme que 1’environnement. C’est
pour cela que les chercheurs ont orienté désormais leurs travaux vers le développement de
produits et de formulations biologiques naturelles et moins toxiques ayant montrées leur
capacité d’empécher 1’adhésion microbienne sur différents supports. Parmi ces produits, les
chitosanes, les composes extractibles du bois (Tropolones), les revétements antimicrobiens et
les extraits de plantes ont été utilisés. Les chitosanes sont des dérivés de la chitine extraites a
partir des carapaces des crustacées et des insectes. Ces composés naturels ont présenté des
propriétés antimicrobiennes importantes, ils sont non toxiques et biodégradables. En fait,
Eikenes et al. (2005) ont montré que le chitosane peut étre utilisé comme agent de

préservation du bois contre certains champignons de pourriture brune et cubique. Comme
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d’autres travaux ont rapporté également 1’activité antifongique et antibactérienne importantes

des chitosanes vis-a-vis de plusieurs espéces de champignons (Torr et al. 2005).

Une autre méthode biologique de traitement du bois consiste a utiliser une famille de
composés extractibles appelée tropolones, répertoriée dans I’ordre des Cupressales et
considérée comme étant responsable de la durabilité naturelle des essences contenant ces
métabolites secondaires. Des tropolones ont souvent été isolées a partir de Cupressacées
(Cupressus, Chamaecyparis, Juniperus, Thuja). Ces substances ont illustré une activité
antifongique intéressante contre les champignons de bleuissement et les champignons de la

pourriture du bois (Haluk et Roussel 2000).

L’élaboration des surfaces a revétement antimicrobienne, soit par immobilisation sur surface
des molécules antimicrobienne ou par leur incorporation dans les polymeres, dans le but de
repousser les microorganismes d’adhérer ainsi que d’améliorer la durabilité et la stabilité du
bois a été rapportée dans différent travaux (Li et al. 2010, Veigel et al. 2014, Yang et al.
2014).

Le développement et I’émergence de la résistance chez les microorganismes en mode biofilm
aux antibiotiques, désinfectants, détergents et aux autres moyens de lutte. En plus, la toxicité
des méthodes chimiques a donné le jour a une nouvelle approche de lutte contre la formation
des biofilms sur le bois. Cette approche consiste a exploiter les agents antimicrobiens naturels
contenus dans les plantes aromatiques et médicinales que ce soit dans leurs extraits bruts ou
dans leurs huiles essentielles. Dans les paragraphes qui suivent, cette nouvelle approche de
protection contre les microorganismes dégradant le bois sera développée en détail. Une revue
des différentes méthodes de protection et de lutte contre 1’adhésion microbienne et la

formation du biofilm sur le bois est résumée dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Différentes méthodes de lutte contre les biofilms du bois

Traitements Types Références
de traitement

Fongicides chimiques (tebuconazole, propiconazole, Chimique (Stirling et al.
chlorothalonil, copper oxine, copper naphthenate 2014)
(CuN)
Especes inorganiques tels que des carbamates, des Chimique (Mourant 2007,
triazoles, le chlorure mercurique, le chlorure de zinc, Stirling et al.
Creosote et le pentachlorophénol 2014)
Sels hydrosolubles tels que 1’arséniate de cuivre Chimique (Stirling et al.
chromé (CCA), l’arséniate de cuivre ammoniacal 2014)
(ACA), le cuivre-chrome (CC), le cuivre-chrome-
bore (CCB) et le fluor-chrome-arsenic-phénol
(FCAP)
Alkoxides de silicium pur a phase gazeuse Chimique (Cappelletto et al.
Utilisation de différents alkoxysilanes a une barriere 2013, Guzzon et
hydrophobique al. 2015)
ydrophobiq
Composites farine/polyéthylene de haute densité Chimique (Ashori et al.
(PEHD) 2013)
Traitement thermique et enzymatique Physique (Nykter et al.
Traitement thermique avec imprégnation dans 2008, Cao and
phenol-formaldehyde (PF) Jiang 2014)

Greffage de méthacrylate de méthyle (MMA) sur la
surface du bois

Physicochimique

(Fu et al. 2012)

Plasma micro-ondes

Physique

(Potoc¢ndkova et
al. 2013)

Nanomatériaux oxyde de zinc et oxyde de cuivre

Physicochimique

(Clausen et al.
2011, Marzbani et

al. 2015)
Matrices de nanopolymére (fluoropolymer—poly | Physicochimique (Clausen 2012,
(éthylene glycol) 2013)
Création de surfaces photoréactives, (revétements Physique- (Ihssen et al.
antimicrobiens, composés phénoliques, laccase biologique 2014)
d’iodure)
Laccase catalysée-iodation avec [’utilisation des Physique- (Schubert et al.
composes phenoliques (thymol) biologique 2012)
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IV. SUBSTANCES BIOACTIVES DES PLANTES AROMATIQUES ET
MEDICINALES

Essences, senteurs, effluves, fragrances, parfums autant de mots délicats et convenables pour
nommer les substances aromatiques qui nous sont offertes par les plantes aromatiques et
médicinales (PAM). De tout temps, le régne végétal a offert a I’'Homme des ressources
essentielles a son alimentation, hygiéne et sa santé. Il semblerait que I’Homme a connu et
utilise les PAM depuis la haute antiquité. Toutes les grandes civilisations anciennes (chinoise,
grecque, romaine, musulmane...) ont eu recours aux PAM pour leurs propriétés médicinales,
aromatiques ainsi que des utilisations rituelles.

Le Maroc, par sa situation géographique, constitue un cadre naturel tout a fait original offrant
une gamme complete de bioclimats méditerranéens favorisant une flore riche et variée avec
un endémisme trés marqué. En effet, il recéle d’un patrimoine végétal important par sa
richesse et sa diversité. Parmi ces ressources naturelles, les plantes aromatiques et médicinales
(PAM) qui occupent une large et importante place et jouent un grand role dans le domaine
socioéconomique et scientifiqgue national (Bellakhdar 1997). Elles sont de plus en plus
utilisées dans différents domaines : 1’industrie, 1’agro-alimentaire, la conserverie, 1’industrie
pharmaceutique, le cosmétique, la parfumerie et la phytothérapie.

Au Maroc, prés de 800 especes vegétales spontanées ont été qualifiées de plantes aromatiques
et médicinales. Environ 349 espéces spontanées, sur un total de 532 especes végeétales, sont
effectivement utilisées dans la pharmacopée traditionnelle marocaine (Bellakhdar 1997).
C’est un secteur en plein développement, notre pays est un producteur traditionnel des huiles
essentielles et d’extraits aromatiques. La majorité des plantes exploitées dans différentes
recherches et applications viennent des régions économigquement défavorisées notamment le
Rif, I’Atlas et 1’Oriental. Cependant, ce domaine des substances végétales reste loin d’étre
entierement connu et il est encore sous exploité, malgré le développement incessant des
technologies et I’invention de nouvelles méthodes. Ceci est dii a I’extréme complexité de la
composition chimique des extraits et des huiles essentielles des plantes médicinales et
aromatiques.

1. Apercu sur les plantes étudiées

Dans le cadre de la recherche des produits ou des substances biologiques ayant des proprietes
antiadhésives ainsi que de rationaliser l'utilisation des plantes aromatiques et médicinales, un
certain nombre de criteres ont été pris en compte pour le choix des plantes de ces travaux de

these. En effet, la selection a été basée sur leur utilisation intensive en médecine
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traditionnelle en valorisant ainsi I’expérience accumulée par les autochtones d’une région ou
d’une localité. La selection est bassé egalement sur leurs propriétés antimicrobiennes et
antifongiques rapportées dans la literrature scientifique. Cependant, leur activité antiadhésive
et/ou antibiofilm est peu ou pas étudiée. Le choix est bassé aussi sur leur disponibilité dans le
marché marocain riche d’une flore trés diversifiee. Un autre critére de choix est dans le cadre
de la valorisation des plantes cultivées (domestiquées) dans le jardin de I’Agence nationale

des Plantes Aromatiques et Médicinales de Taounate.

1.1. Myrtus communis L.
a. Description botanique

Le myrte (Myrtus communis L.), en arabe RIHAN, Rayhane ou AL-AS, est la seule espéce de
la famille des Myrtacées qui existe a 1’état naturel au Maroc (Figure 13). C’est un arbuste de 2
a 5 metres de hauteur, en buissons denses d’un vert brillant. Il se remarque par ses fleurs
blanches tres ouvertes et ses nombreuses étamines en touffe ébouriffée. Son odeur aromatique
forte et particuliére est I'un de ses traits de caractere. Les feuilles a nervation pennee,
opposées, courtement pétiolées, ovales, aigués, entiéres, fermes, d'un vert brillant, sont
parsemées de petits poils transparents. Les fleurs apparaissent au début de 1’été. Elles sont
blanches, odorantes et sont portées par un long pédoncule dressé et solitaire a l'aisselle des
feuilles. Le fruit sorte a 1’automne est une baie ovoide, noire a maturité, couronnée par le
limbe du calice.

Les rameaux sont de taille fine de couleur verte qui se transforme rapidement en brun orangé

pubescents dans leur jeunesse.

1 ~— -

Figure 13 : Aspects morphologiques de Myrtus communis L. (Ghanmi et al. 2013).

La classification botanique de Myrtus communis est représentée dans le tableau 4 (Goetz et
Ghedira 2012).
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Tableau 4 : Classification botanique de Myrtus communis L.

Régne Plantae
Sous-regne Eucaryotae
Embranchement Spermaphytae
Sous-embranchement Angiospermae
Classe Dicotylédonae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Myrtus
Espéce Myrtus communis

b. Localisation

Le myrte pousse spontanément et en abondance dans les régions méditerranéennes. Au
Maroc, on le rencontre au bord de la mer jusqu’a 1100 m, dans les zones forestiéres et péri-
forestieres appartenant aux séries végétales a chéne-liege et chéne Kermes. Il se développe sur
un substrat le plus souvent siliceux dans les climats subhumides, humides a variante chaude a
tempérée. 1l est rencontré dans le Rif centre —occidental, la zone comprise entre LARAACHE,
TANGER et BAB TAZA, au foret MAMORA et ARBAA SEHOUL, elle est aussi présente
dans la région d’AMEZMIZ (haut Atlas de Marrakech) et dans la vallée d’Erdouz (Ghanmi et
al. 2013)

c¢. Utilisation médicinales et traditionnelles

Depuis la plus haute antiquité, le myrte a été utilisé en médecine traditionnelle comme,
antiseptique, parasiticide, stomachique stimulant, astringent et désinfectant. Ses différentes
parties ont assortis traditionnellement des applications septiques et ils sont considérés comme
un remeéde a la santé pour I'asthme, I'eczéma, le psoriasis, la diarrhée, les infections urinaires
et les troubles gastro-intestinaux (Aleksic et Knezevic 2014). 1l était employé en Egypte
ancienne pour soigner les troubles de la peau et les infections des sinus (Bird 2003). Les
feuilles sont utilisées comme agent anti-inflammatoire antiseptique ainsi que dans le ringage-
bouche pour le traitement de la candidose (Gortzi et al. 2008).

L’infusion des feuilles a été utilisée partout au Maroc comme remede des affections
respiratoires et des diarrhées, leur décoction a été servi a noircir les cheveux et aux soins de
beauté. Elle a été utilisée aussi comme condiment pour fortifier I’estomac, la décoction des
fruits ou fleurs du myrte a été utilisée contre les infections hermétiques érysipeles et les

troubles de la circulation sanguine (Wahid 2013). Grace a son pouvoir sécurisant et calmant,
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I’essence du Myrte a été servi pour le traitement des blessures et des brulures (Bellakhdar
1997). Son huile essentielle a été également exploitée industriellement pour la fabrication des
parfums et employée pour diminuer les douleurs rhumatismales. Cette espéce a été aussi
exploitée a un stade vegétatif avancé (arbuste) pour étre utilisée comme bois de feu et pour la
fabrication du charbon de bois. Dans certaines régions méditerranéennes, les baies de Myrte
ont été utilisées aprées leur macération dans alcool pour la préparation du vin et de liqueurs
(Messaoud et al. 2012). Comme elles ont également servi pour I’agrémentation de certains
plats de viandes comme les gibiers (lievres, sangliers). Généralement, dans la médecine
populaire, une décoction de feuilles et de fruits a été utilisée par voie orale pour le traitement
de maux d'estomac, I'nypoglycémie, la toux, la constipation, manque d'appétit, ainsi que aussi
a l'extérieur pour la cicatrisation (Serce et al. 2010).

Par ailleurs, les vertus médicinales de Myrtus communis L. ont été démontrées par 1’étude de
I’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques des feuilles de Myrtus communis sur 12
souches de Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa et les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) ont été comprises entre 10-20 mg/ml (Bokaeian et al. 2014).
Dans une autre étude, des extraits hydro-alcooliques des feuilles de Myrte ont montré une
importante activité antibactérienne sur certaines bactéries pathogénes, en particulier
Staphylococcus aureus, E. coli et Vibrio chloreae avec les CMI sont 0.2, 8 et 2 mg/ml

respectivement (Taheri et al. 2013).

Une trés forte activité antibactérienne des extrais (méthanol, éthanol, acétate d'éthyle) de
feuilles et de baies de Myrte a été observée lors de 1’évaluation de leur pouvoir
antimicrobienne contre des microorganismes pathogénes d'origine alimentaire. L'extrait
méthanolique de feuilles de M. communis a montré une activité antibactérienne remarquable
contre L. monocytogenes et P. aeruginosa, mais aucun des extraits testés était actif vis-a-vis
de E. coli K12 (Amensour et al. 2010). Belmimoun et al. (2016), Eslami et al. (2016) ont
également rapporté la capacité des extraits méthanoliques et aqueux de M. communis
d’inhiber la croissance de différentes bactéries de Gram positif et négatif responsables des
maladies nosocomiales et ayant montrées la résistance vis-a-vis des antibiotiques couramment
utilisés. Touaibia et Zohra (2014) ont montré un bon pouvoir antioxydant des extraits
méthanloque de cette plante avec une ECs,=0.69mg/ml, et un trés bon pouvoir inhibiteur de la
peroxydation de I'acide linoléique estimé a 87.45%, qui s'est avéré largement supérieur a celui
de I'acide ascorbique utilisé comme contr6le positif (50.57%). En outre, Kanoun et al. (2014)

ont révelé que la fraction d'acétate d'ethyle des feuilles de Myrte exerce une plus grande

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



SUBSTANCES BIOACTIVES DES PLANTES AROMATIQUES ET MEDICINALES

activité anti-oxydante suivie de la fraction butanolique et les anthocyanes de I’extrait des
baies. Les concentrations efficaces (CEsp) de cette fraction étaient de 0.09 £+ 0.002 mg/ml pour
réduire la puissance et 0.26 + 0.004 mg /ml pour la rupture du radical DPPH.

Aidi Wannes et al. (2010) ont également mesuré les activités anti-oxydantes des extraits
méthanoliques et des huiles essentielles de feuilles, de tiges et de fleurs de cette plante. Ils ont
constaté que, quelle que soit la partie du végétal étudiée, I'extrait au méthanol a manifesté une
activité tres supérieure a celle observée pour les huiles essentielles. Ces auteurs ont aussi
démontré que les extraits méthanoliques peuvent s’avérer plus efficaces que les antioxydants
synthétiques. Enfin, Tuberoso et al. (2010) ont signalé que le pouvoir antioxydant était plus

important avec les extraits de baies a I'éthanol qu’avec ceux a l'acétate d'éthyle ou a I’eau.

Par ailleurs, un effet inhibiteur prometteur de 1’huile essentielle de Myrtus communis contre
les deux phytopathogénes et contaminants des fruits : Aspergillus niger et Penicillium sp. a
été rapportée dans I’étude de Touaibia (2015). Egalement, Mahboubi et Bidgoli (2010) ont
rapporté un effet antifongique synergique de I’huile essentielle de Myrte avec 1’amphotericine
B vis-a-vis des isolats cliniques de Candida albicans. En plus des ces activités biologiques de
M. communis qui sont mentionnés ci-dessus, de nombreuses autres activités biologiques
importantes, qui peuvent étre classées comme activités biochimiques et pharmacologiques, a
savoir antidiabétique, anti-inflammatoire et anticancéreuse ont été rapportées (Aleksic et
Knezevic 2014). Cependant, des études sur I’activité antiadhésive et anti-biofilms de cette

plante sont encore a leur début.

1. 2. Thymus vulgaris L.
a. Description botanique

Le Thym ou Thymus vulgaris, en arabe Zaatar, est 1’un des 220 genres les plus diversifiés de

la famille des labiées connues pour leurs huiles essentielles aromatiques.

Le thym est un sous-arbrisseau touffu a tige dressée, ligneuse, rameuse et tortueuse a la base,
pouvant atteindre 40 cm de hauteur. Les rameaux blanchatres, courtement velus, portent des
feuilles persistantes, de petites tailles (3 a 12 mm de long sur 0.5 a 3 mm de large), opposées,
lanceolées ou linéaires, a limbe entier. Elles sont de couleur vert grisatre, leur face inférieure
est feutrée et ponctuée de poils sécréteurs, alors que leur face supérieure est marquée par une

nervure centrale déprimée. Les marges du limbe sont généralement enroulées sur la face
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ventrale, ce qui donne a la feuille une forme générale d’aiguille (Figure 14). Ses petites fleurs
zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en
passant par le rose. Le fruit est un tétrakéne qui renferme a maturité 4 minuscules graines (I

mm), brun clair a brun fonce. La floraison se fait durant le période du Juin a Octobre.

Fleur

Fruit

Feuille

i e g
lh_\mus,‘mxam S

Figure 14 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L. (Isein P 2001).

La classification botanique de Thymus vulgaris L. est donnée dans le tableau 5.

Tableau 5 : Classification botanique de Thymus vulgaris (Goetz et Ghedira 2012)

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus
Espece Thymus vulgaris L.

b. Localisation

Thymus vulgaris L. est indigéne de I’Europe du sud, on le rencontre depuis la moitié orientale
de la péninsule Ibérique jusqu’au sud-est de 1’Italie, en passant par la fagade méditerranéenne
frangaise (Amiot 2005). Il est maintenant cultivé partout dans le monde comme thé, épice et
plantes médicinales (Kitajima et al. 2004). Le Thymus vulgaris se présente toujours dans un

état sauvage sur les collines arides et rocailleuses des régions méditerranéennes comme la
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lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes sauvages. Cette plante spontanée
pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux et ensoleillés des bords de la mer a la
montagne (Kaloustian et al. 2003). Au Maroc, le genre Thymus est représenté par 21 especes
dont 12 sont endemiques et sont riches en huiles essentielles et antioxydants (Benabid 2000,
Amarti et al. 2011).

c. Utilisation médicinales et traditionnelles

Le thym a été utilisé en médecine populaire dans des bains aromatiques ou sous forme de
compresses préparées apres son infusion pour le traitement complémentaire des pathologies
hivernales et en cas de prurit. Des extraits de thym ont été également utilisés par voie orale
dans le cas de traitement des dyspepsies et autres troubles gastro-intestinaux (Goetz et
Ghedira 2012). Des applications par voie externe d’extrait du thym ont été préconisées dans le
traitement de plaies superficielles, du rhume et des affections de la cavité buccale. L’huile
essentielle du thym et son composé majoritaire (le thymol) ont été exploités dans la
préparation de pommades antiseptiques et cicatrisantes et de sirops antitussifs (WHO 1999,
Teuscher et al. 2005).

Dans certaines régions au Maroc, le thym a été utilisé aprés macération dans I’huile d’olive
pour traiter des blessures et dans le milieu rural il a été utilisé dans la préparation de «Smen»,
une explication de cet usage serait en plus de 1’aromatisation une préservation du produit
contre la détérioration par les microorganismes indésirables. Son huile essentielle a été
utilisée dans les parfums, les cosmétiques, les détergents et les savons. Grace a ces propriétés
aromatiques, le thym a été aussi utilisé dans I’aromatisation des produits alimentaires, viande,

sauces et conserves (Guenther 1949).

Des vertus médicinales de Thymus vulgaris L. ont été démontrées dans différentes activités
biologiques de ses extraits. En fait, une forte activité antifongique de 1’huile essentielle (HE)
de Thymus a des dilutions de 1, ¥ et ¥4 a été exercée vis-a-vis d’Aspergilus Niger et supérieur
de celle donne par les antibiotiques le sulfate de streptomycine (72%) et gentamicine (8
mg/ml) (Moghtader 2012). Egalement, les travaux de De Lira Mota et al. (2012) ont rapporté
que I’HE de cette plante et son constituant le thymol ont significativement inhibé le
développement du mycélium et la germination des spores fongiques et qu’ils ont prouvé une
forte activité antifongique contre Rhizopus oryzae responsable de mucormycose. Une autre
étude a illustré le pouvoir antifongique important des huiles essentielles de T. vulgaris,

Mentha spicata et Citrus limonum (plantes marocaines) contre trois souches de dermatophytes
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responsables de la surinfection de l'eczéma de contact. Ce travail a rapporté que 1’huile
essentielle de T. vulgaris a montré une activité la plus élevée contre les Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum et Epidermophyton floccosum par rapport a celles des
deux autres huiles (Ismaili et al. 2014).

En plus de I’activité antifongique, des études (in vitro) ont prouvé que I’huile essentielle de T.
vulgaris possede des propriétés antibactériennes contre un certain nombre de bactéries
(Cheurfa et al. 2013). Dans leur étude, consacrée a 1’évaluation de I’huile essentielle de thym
vis-a-vis de cing bactéries pathogénes (Escherichia coli, Bacillus cereus, Citrobacter freundii,
Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus) responsables de gastroentérites ont montré
une forte activité antibactérienne avec des diamétres variant de 22.00 & 45.00 mm. Pesavento
et al. (2015) ont montré également le pouvoir antibactérien intéressant de I’HE de T. vulgaris
a des concentrations de 25, 50, 75 et 100% (v/v) contre les microorganismes pathogenes
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Campylobacter

jejuni) responsables de la production des entérotoxines en agroalimentaire.

L’activité antioxydante de T. vulgaris a été aussi étudiée par plusieurs auteurs (Rodriguez et
al. 2013, Dogu-Baykut et al. 2014). Par exemple, I’extrait méthanolique de thym & montré
une meilleure activité antioxydante que celles de Salvia officinalis L et Origanum majorana L
(Roby et al. 2013).

2. Huiles essentielles et composés phénoliques
2.1. Définitions

Selon la 7°™ édition de la pharmacopée européenne, les huiles essentielles (HE) sont définies
comme suit: «produit odorant, généralement d'une composition complexe, obtenu a partir
d'une matiére premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur
d'eau, soit par distillation seche ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage. Une
huile essentielle est généralement séparée de la phase aqueuse par un procéde physique qui ne
conduit pas a des changements importants dans sa composition chimique (Asbahani et al.
2015).

Les HE sont des liquides huileux aromatiques extraits a partir de matériaux de plantes
aromatiques. Elles pourraient étre biosynthétisées sous forme des métabolites secondaires
dans les différents organes sécréteurs de la plante tels que les fleurs (rose, lavande), les
bourgeons (clou de girofle), les feuilles (Thym, Eucalyptus), les fruits (anis), écorce

(cannelle), les graines (cardamome), le bois (santal), rhizome et les racines (gingembre). Elles
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peuvent étre extraites par des méthodes différentes. En raison de leur nature hydrophobe et
souvent leur densité plus faible que celle de I'eau, elles sont généralement lipophiles, soluble
dans sles solvants organiques, non miscibles a I'eau. Leurs molécules trés volatiles sont
synthétisées a partir d’unités méthyl-2-buta-1,3-diene (isopréne) et ou les réactions d’addition
de ces unités conduisent aux terpenes, sesquiterpenes, diterpenes et leurs produits d’oxydation
tels que les alcools, les aldéhydes, les cétones, les éthers et les esters terpéniques qui jouent un
role prépondérant dans I’efficacité de leurs activités biologiques.

Les composés phénoliques constituent un des groupes les plus importants chez les végétaux,
issus de la grande voie d’aromageneése ; shikimates ou acide shikimique et de la voie acétate-
malonate. lls constituent une immense famille de plus de 8000 composés naturels pouvant
étre divisés en différentes classes sur la base de leur structure moléculaire. Les plus abondants
sont les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins qui sont des produits de la
polymérisation des flavonoides, les coumarines, les stilbénes et les lignanes (Dacosta 2003).
L’¢élément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la présence
d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement
hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycosides (Bruneton
1999).

2. 2. Techniques d’extraction

Les huiles essentielles sont obtenues a partir de la matiere premiere végétale par plusieurs
méthodes d'extraction (Wang et Weller 2006). Ces méthodes peuvent étre classées en deux
catégories : les méthodes conventionnelles / classiques et des méthodes avancées/innovantes.
Dans ces derniéres décennies, la recherche dans les nouvelles technologies (ultrasons, micro-
ondes) a conduit a I'émergence de nouveaux procédes d'extraction innovants et plus efficaces
(réduction du temps de l'extraction et de la consommation d'énergie, I'augmentation de

rendement d'extraction, I'amélioration de la qualité de I'HE).

Les méthodes classiques ce sont des méthodes conventionnelles basées sur la distillation avec
I'eau portée a I’ébullition pour récupérer I’HE. Parmi ces méthodes on trouve 1’hydro-
distillation qui consiste a plonger le matériel végétal dans 1’eau qu’on porte ensuite a
¢bullition. Dans les autres cas, le matériel végétal et 1’eau sont séparés : soit 1’eau est placée
au fond de la cuve avant d’étre portée a ébullition pour qu'un courant de vapeur d’eau
traverse le matériel végétal, ¢’est la «vapo-hydro-distillation»; soit la vapeur d’eau est générée

dans une chaudiére a ’extérieur de 1’alambic, technique dite «vapodistillation». Dans ces
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différents cas, la vapeur d’eau chargée d’huile essentielle est dirigée vers un condenseur
formé généralement d’un serpentin, a tubes paralleles, dans lequel circule de 1’eau fraiche.
Une fois condensées, eau et huile essentielle sont acheminées vers un essencier. Dans ce
dernier, nous obtenons deux liquides, plus ou moins non miscibles: I’eau et 1’huile
essentielle. Aussi les méthodes comme hydro-diffusion, solvants organiques et pressage a
froids ont été utilisées (Asbahani et al. 2015).

Un des inconvénients des techniques classiques est lié avec la thermolabilité des composés
des huiles essentielles qui subissent des transformations chimiques (hydrolyse, isomérisation,
oxydation) en raison des températures élevées appliquées. La qualité de I’HE extraite est donc
extrémement endommagée particulierement si le temps d'extraction est long. Il est important
que les méthodes d'extraction puissent maintenir la composition chimique et la proportion
naturelle de I’HE a son état d'origine. De nouvelles techniques d'extraction doivent également
réduire les temps d'extraction, la consommation d'énergie, l'utilisation de solvants et les
émissions de CO,, Parmi ces méthodes innovantes on trouve 1’extraction par fluide subcritique
(CO; et Hy) (Moura et al. 2005, Capuzzo et al. 2013), I’extraction assistée par micro-ondes
(Vian et al 2008), I’extraction par fluide sous pression (Allaf et al. 2013), 1’extraction assistée
par ultrason (Assami et al. 2012) et I'extraction par solvant assistée par micro-ondes libre
(Filly et al. 2014).

2.3. Activités biologiques

Les huiles essentielles et les extraits bruts de plantes médicinales et aromatiques sont connus
depuis des siecles par leurs utilisations pharmacologiques, pharmaceutique et activités
biologiques, en particulier antifongiques, antibactériennes, anti-inflammatoire, antiparasitaire
et antioxydantes (Goetz et Ghedira 2012). Ces propriétés dépendent de chémotype de la
plante qui détermine la composition chimique de ses propres substances (Rauha et al. 2000).
Le pouvoir antimicrobien de ces produits pourrait étre également di a la présence des
phenols, des aldehydes et des alcools (Holley et Patel 2005, Fisher et Phillips 2008).

Ces dernieres années, un intérét accru s’est porté sur des molécules d’origine naturelle
notamment les extraits aromatiques et les huiles essentielles pour contrecarrer la résistance
des microorganismes pathogenes vis-a-vis des agents antimicrobiens classiques. En effet,
plusieurs études concernant les propriétés antibactériennes et antifongiques des extraits de
plantes que ce soit la partie volatile ou fixe ont été rapportées dans la littérature scientifique
(Bouhdid et al. 2012, Elkhalfi et al. 2013, Mishra et al. 2015, Onivogui et al. 2015, Reyes-
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Jurado et al. 2015). Par exemple, Zhang et al. (2016) ont démontré que I’huile essenticlle de
Cannelle a présenté une efficace activité antibactérienne contre les bactéries pathogeénes
(Escherichia coli et Staphylococcus) responsables des détériorations alimentaires. Leurs
résultats montrent que la concentration minimale d'inhibition (CMI) était similaire pour les
deux bactéries (1.0 mg/ml). Tandis que, les concentrations minimales bactéricides (CMB)
étaient 4.0 mg/ml et 2.0 mg/ml pour E. coli et S. aureus respectivement. En plus, ils ont
prouvé que I’HE testé a la CMI a provoqué des changements et des dommages importants au
niveau de la morphologie des cellules bactériennes. Alors qu’a la concentration de CMB, I’HE
a détruit les cellules bactériennes a cause des petites fuites d'électrolytes, provoquant une
augmentation rapide de la conductivité électrique d'échantillons.

L’analyse bibliographique a montré que les connaissances sur 1’utilisation des extraits de
plantes comme agents antiadhésifs et antibiofilms sont encore qu’a leur début. Elle a
¢galement indiqué que D’effet antibiofilm de ces extraits a été testé vis-a-vis des
microorganismes colonisant les matériaux tels que le verre, la plaque dentaire et le
polystyrene, cependant peu sont des travaux qui ont abordé ce sujet sur le bois.

2.4. Utilisation des plantes aromatiques et médicinales comme agents antiadhésifs et

antibiofilms

Depuis quelques années, 1’exploitation des agents antimicrobiens naturels contenus dans les
plantes aromatiques et médicinales, que ce soit leurs extraits bruts ou bien leurs huiles
essentielles a été reportée dans la littérature scientifigue comme une nouvelle approche
biologique de lutte contre la formation des biofilms sur différents matériaux notamment le
verre, polyéthyléne, polystyréne et I’acier inoxydable. A notre connaissance, un faible nombre
d’études scientifiques a été publié sur le sujet. Le tableau 6 ci-aprés, résume une liste non
exhaustive de différents travaux concernant 1’utilisation des plantes aromatiques et

médicinales comme agents antibiofilms.
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Tableau 6 : Revue des différents travaux concernant la lutte contre les biofilms par les PAMs

Souches Plantes utilisées | Types d’extrait | Surfaces Références
Salmonella Satureja montana | Huile essentielle | Microplaque | (Miladi et al.
typhimurium ATCC Thymus vulgaris 2016)

1408, Salmonella Rosmarinus
typhimurium LT2 officinalis
DT104 et Salmonella
Spp
Staphylococcus Mentha piperita, Huile essentilles | Microplaque | (Bazargani et
aureus et Coriandrum et extraits Rohloff 2016)
Escherichia coli sativum et

Pimpinella anisum
Streptococcus Patchouli Huile essentielle | Verre (Nithyanand et
pyogenes (Group A) al. 2015)
Staphylococcus Rhodomyrtus Extraits Cellules (Limsuwan et
aureus ATCC 25923, | tomentosa épithéliales | al. 2014)
Streptococcus mutans buccales
et Candida albicans humaines et
ATCC 90028 plastique
Candida spp. Alpinia galanga, Extraits Microplaque | (Kawsud et al.

Curcuma longa, 2014)

Curcuma zedoaria,

Mentha

cordifolia, Ocimum

africanum,

Ocimum basilicum,

Ocimum sanctum,

Piper betle, Piper

chaba, Piper

nigrum, Piper

sarmentosum et

Zingiber officinale
Staphylococcus Laurus nobilis Huile Polystyréne | (Chmit et al.
epidermidis essentielle, 2014)

polysaccharides,
acides gras
Sphingomonas spec Thym, I'Origan et | Huile essentielle | Microplaque | (Szczepanski et
Acinetobacter spec. et | la Cannelle Lipski 2014)
Stenotrophomonas
Spec
Listeria Achillea Huile essentielle | I'acier (Jadhav et al.
monocytogenes millefolium inoxydable | 2013)
et L. innocua et
polyéthylene

Pseudomonas sp. Cocos nucifera Extrait Verre (Miju et al.
Alteromonas sp. et Linn 2013)

Gallionella sp.
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Bacillus licheniformis | Coriandrum Extraits Microplague | (Kodali et al.
sativum, 2013)
Mentha avensis,
Pongamia pinnata,
Azadiractha
indica,
Aloe vera,
Eucalyptus
globulus
Penicillium expansum | - Carvacrol Bois (El Abed 2012c)
Candida dubliniensis | Cymbopogon Huile essentielle | Verre (Taweechaisupa
citratus pong et al.
(Citronelle) 2012)
Streptococcus mutans | Dodonaea viscosa | Extrait Polyéthyléne | (Naidoo et al.
var. angustifolia 2012)
Pseudomonas Carvacrol et Polystyréne | (EI Abed et al.
aeruginosa Thymol 2011)
Pseudomonas Mentha piperita Extraits bruts Microplaque | (Sandasi et al.

aeruginosa et
Candida albicans

2011)

Listeria
Monocytogenes

Syzygium
aromaticum
(clou de girofle)
Mentha spicata
(menthe verte)
Lippia rehmannii
et Cymbopogon
citratus
(citronnelle)

Huile essentielle | --

(Leonard et al.
2010)

Staphylococcus
aureus

Lonicera alpigena,
Castanea sativa,
Juglans regia,
Ballota nigra,
Rosmarinus
officinalis,
Leopoldia comosa,
Malva sylvestris,
Rosa canina
Rubus ulmifolius

Extraits bruts --

(Quave et al.
2008)
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I. ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES MICROORGANISMES IMPLIQUES
DANS LA BIODETERIORATION DU BOIS DE CEDRE

1. Préléevement, préparation des échantillons et isolement des microorganismes attachés
au bois

Dans le souci de lutter contre les microorganismes formant les biofilms a la surface du bois et
responsables de sa biodétérioration, il est d’abord nécessaire d’isoler et d’identifier les
champignons et les bactéries qui sont a I’origine de la dégradation microbienne de ce
matériau, causant ainsi une perte inestimable de notre patrimoine architectural. De ce fait, les
prélévements d’échantillons ont été effectués a partir de deux sites, souffrant d’une véritable

colonisation microbienne, a I’ancienne Médina de la ville de Fés.

e Site 1: un portail d’une ancienne maison traditionnelle.

e Site 2 : une fenétre d’une maison en ruine.

Il est connu que la prospection des échantillons a partir des sites patrimoniaux rencontre
toujours des difficultés et des contraintes innombrables. En effet, I’échantillonnage doit étre
réalisé en employant des techniques non seulement non contaminantes, mais aussi non
destructives. En outre, plusieurs méthodes respectant ces normes ont été proposées pour la
mise en evidence directe ou indirecte de la colonisation microbienne du bois. Dans cette
étude, les échantillons (morceaux de bois) ont été prélevés a I’aide d’un sécateur et d’une
pince désinfectée et sont placés lors du transport dans des erlenmeyers stériles. L’isolement
des microorganismes attachés au bois a été effectué le méme jour que le prélevement tel que
décrit dans les travaux de Zyani et al. (2009) avec quelques modifications. En effet, le bois a
été découpé dans les conditions aseptiques en morceaux d’environs 1cm? Par la suite, une
quantité de 25g de bois a été mise en suspension dans 225 ml de milieu de culture Luria-
Bertani (LB), puis portée sous agitation pendant 3h. Le surnageant a été ensuite récupéré
aprés décantation en réalisant des dilutions décimales jusqu’a 10°°. Ensuite, 100 pl de chaque
dilution ont été étalés sur des boites contenant les milieux de culture gélosés convenables pour
analyser la microflore présente dans nos échantillons. Apres I’incubation, les colonies ont été
discriminées et sélectionnées sur la base de différences morphologiques (forme, pigments,
taille, texture), puis ensemencées individuellement et cultivées plusieurs fois jusqu'a

I’obtention d’une culture pure.

Le tableau ci-apres montre les différents milieux de culture ainsi que les conditions

d’incubation en fonction des microorganismes recherchés.
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Tableau 7 : Milieux de culture et conditions d’incubation en fonction des microorganismes

Microorganismes Milieux de culture Conditions de culture
Bacteries Milieu LB* 37°C pendant 24h
Champignons Milieu Extrait de Malt* 30°C pendant 72h

* . composition des milieux de culture (Annexe 1).

2. Repiquage et conservation des souches

Le repiquage de toute colonie distincte sur le méme milieu de culture ou elle s’est développée
a été réalisé. Les boites de Pétri contenant les isolats purifiés ont été ensuite conservées a 4°C.
Pour une utilisation ultérieure, les isolats microbiens isolés dans ce travail ont été conserves
sur gélose inclinée a 4°C (conservation pour des courtes périodes). Pour une préservation a
long terme (plusieurs années), les cultures liquides de 1’ensemble des isolats ont été
conserveées dans 20% (w/v) de glycérol a -20°C et dans 25% (w/v) de glycérol a -80°C.

3. Identification moléculaire des isolats par amplification et séquencage

VU son universalité liée a son role clé dans la traduction de I’ARNm en protéines, sa structure
mosaique incluant des régions conservees, variables et hypervariables, et son abondance dans
les cellules (Woese et al 1987), le gene qui code pour I’ARN ribosomique 16S et/ou 5,8S a été
choisi comme marqueur phylogénétique. Ainsi, I’identification moléculaire des isolats purifiés
a été effectuée par amplification de I’ADNr 16S et/ou 5,8S grace a la technique de PCR
(Polymerase Chain Reaction). Cette technique consiste a réaliser une succession de réactions
de réplication d’une matrice double brin d’acide désoxyribonucléique (ADN). Elle permet par
conséquent d’obtenir, a partir d’un échantillon complexe et peu abondant, des quantités
importantes d’un fragment d’ADN spécifique. L’ensemble des étapes réalisées est présenté ci-
dessous.

3.1. Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de ’ADN génomique des bactéries et des champignons a été realisée par un
protocole de choc thermique a deux reprises (Mostakim et al. 2012).

e Protocole

A partir d’une culture fraiche, une colonie bactérienne ou un petit fragment de mycélium du
champignon a été mis en suspension dans un volume de 50 pl d’eau distillée stérile. Par la
suite, le tout a été incubé a -20°C pendant 20 min, suivie immédiatement d’une incubation au
bain marie de 80°C pendant 5 minutes. Ce choc thermique a été réalisé deux fois. Apres
centrifugation a 70000 rpm pendant 10 min, 2 pl du surnageant (ADN) ont été récuperés pour
la réaction d’amplification (PCR). Pour les champignons le surnageant a été dilué¢ 2 fois avant

son utilisation dans la PCR.
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3.2. Amplification de ’ADNr 5,8S (champignons) et de ’ADNr 16S (bactéries) par PCR

e Protocole de PCR (Polymérase Chain Réaction)

La réaction d’amplification par PCR a été réalisée dans un appareil thermocycleur permettant

de programmer les durées et les températures des trois étapes d’un cycle ainsi que le nombre

de cycles désirés.

e Amorces utilisées

Les amorces (appelées également primers) utilisées sont des amorces universelles. Pour

I’identification des bactéries, les amorces FD1 et RS16 ont été utilisées (Weisburg et al.

1991), et les amorces ITS1 et ITS4 pour identifier les champignons (White et al. 1990).

Tableau 8 : Séquences des amorces utilisées dans la réaction PCR

Gene cible Amorces Séquences nucléotidiques

ADNr 16S FD1 5>’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’
RS16 5> TACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’

ADNIr 5,8S IST1 5’ CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3’
ITS4 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

e Mélange réactionnel

Dans un tube Eppendorf adapté au theromocycleur, le mélange réactionnel de PCR a été

préparé tel que présenté dans le tableau 9 :
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Tableau 9 : Composition des mélanges réactionnels utilisés pour les PCR d’amplifications

des ADNs génomiques

Réactifs ADNTr 16S ADNTr 5,8S

Volume (ul) | Concentration | Volume (ul) Concentration
finale finale

Tampon Taq (10X) | 2 1x 2 1x

Mgcl; (25 mM) 2 25 mM 2 2.5 Mm

dNTPs (1 mM) 4 0.2 mM 4 0.2 Mm

ITS1 (10 uM) - - 2 1uM

ITS4 (10 uM) - - 2 1uM

FD1 (10 uM) 2 1uM - -

RS16 (10 pM) 2 1uM - -

Taqg polymérase 0.2 0.05 U/ul 0.2 0.05 U/ul

(5U/ul)

H,O pure 5.8 - 5.8 -

ADN 2 - 2 -

\Volume final 20 - 20 -

Pour contrdler les réactions de PCR, un témoin positif contenant 2 pl d’ADN d’une souche de

référence dont I’amplification est nécessaire pour la validation de la réaction de PCR, ainsi

qu’un témoin négatif ou ’ADN du mélange réactionnel a été remplacé par 2 ul d’eau pour

confirmer I’absence de toute contamination, ont été utilisés.

e Amplification

Aprés avoir placé les tubes dans le thermocycleur, une pré-dénaturation a 94°C pendant 5

minutes a eté entamée. Ensuite, le programme d’amplification a été exécuté selon trois étapes

durant les 35 cycles (Tableau 10).
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Tableau 10 : Programme de la PCR utilisé pour I’amplification des ADNs génomiques

Etapes ADNr 16S ADNF 5,85
Température Durée Température Durée
Q) (sec) °C) (sec)
Dénaturation initiale 94 300 94 300
Dénaturation | 94 30 94 30
35cycles | Hybridation | 55 45 50 45
Elongation 72 90 72 90
Elongation finale 72 300 72 300

Le dernier cycle a été suivi d’une phase d’élongation terminale a 72°C pendant 5 minutes.les

produits amplifiés ont ensuite été analysés par électrophorése sur gel d’agarose a 1%.

3.3. Electrophorése sur gel d’agarose
L’électrophorése sur le gel d’agarose des produits PCR a été effectuée pour confirmer la
réussite de I’amplification.

e Préparation du gel

Une solution d’agarose a 1% a été préparée dans du TAE 1x (Tampon de migration ; TAE
50x : Tris base : 2429 ; Acide acétique glacial : 57.1 ml ; EDTA 0.5M « pH 8» :100 ml), puis
chauffée jusqu’a dissolution compléte et aprés refroidissement a 60°C, 2 pl du Bromure
d'Ethidium BET (10mg/ml) ont été ajoutés. Par la suite, le gel a été coulé dans un moule muni
d’un peigne a 16 puits, placé dans une cuve d’électrophorése et immergé dans une solution de
TAE 1X.

e D¢pot des produits d’amplification

Afin de suivre la migration du produit d’amplification dans le gel d’agarose, 2 ul de ce
produit ont été mélangés a 2 ul d’une solution de charge avant de le déposer dans les puits de

gel. La solution de charge contient essentiellement :

-700 pl/ml d’eau distillée stérile.
-300 pl/ml de glycérol (un alourdisseur) pour entrainer I'ADN au fond des puits.
-2.5 mg/ml de bleu de bromophénol (marqueur de mobilité) qui permet de suivre la migration.
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e Migration

La migration a été réalisée sous I’effet du champ électrique produit par un générateur de
courant sous un voltage de 70 Volts pendant 5 minutes pour permettre la sortie de I’ADN des
puits, ensuite a 30 Voltes durant le reste de 1’électrophorése. Celle-ci a été arrétée lorsque le

témoin de migration (bleu de bromophénol) avait atteint les trois quarts de la longueur du gel.
e Visualisation

La visualisation de I’ADN sur le gel d’agarose a été réalisée grace a un colorant fluorescent
Bromure d’Ethidium (BET). Ce composé possede la propriété de s’intercaler entre les paires

de base des acides nucléiques. Le gel a été visualisé a 1’aide d’un transilluminateur a UV.

3.4. Séquencage des ADN amplifiés

Le séquencage a été réalise a la cité de I’innovation de Fes. Apres avoir purifié les produits de
PCR par les billes magnétiques, les réactions de séquencage ont été effectués par un
séquenceur automatique adapté a la technique de Fred Sanger. Cette méthode consiste a une
amplification spécifique (PCR) en utilisant un kit de séquencage contenant la polymérase
AmpiTaq et des nucléotides terminateurs marqués par une fluorescence bien déterminée. Le
séquenceur détecte, par son systeme optique (caméra CCD), la fluorescence de quatre
marqueurs différents correspondant a chacun des quatre didésoxynuléotides qui terminent la
réaction en étant dépourvu du groupement hydroxyle (OH) en position 3’ nécessaire pour
I’¢longation de la chaine d’ADN. Chaque marqueur émet une longueur d’onde différente
lorsqu’il est excité par le faisceau laser, ce qui permet de détecter les quatre couleurs dans une
méme ligne. Ainsi, la séquence de I’ADN amplifiée est alors lue par un balayage automatique
qui permet de distinguer grace a des fluorchromes différentes les quartes bases A, T, C ou G.
L’utilisation du logiciel informatique permet de fournir un tracé éléctrophorétique avec des
couleurs différentes pour chaque base élémentaire. L’identification a été réalisée par

comparaison de cette séquence avec les séquences contenues dans la base de données.

Ces réactions de PCR ont été réalisées dans le mélange réactionnel et selon le programme

d’amplification (25 Cycles) illustrés dans les tableaux 11 et 12.
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Tableau 11 : Mélange réactionnel du séquencage

Réactifs Volume (ul)

Produit de PCR purifié 10

ITS1 (10um) ou ITS4 (10um) (champignons) | 0.3
FD1 (10um) ou RS16 (10um) (bactéries)

Kit de séquencage (BigDye Terminator v1.1) |1

H,O ultra pure 8.7

Volume final 20

Tableau 12 : Programme d’amplification (séquengage)

Etapes Température (°C) Durée (Sec)
Pré-dénaturation 96 300
Dénaturation 96 10
Hybridation 50 5
Elongation 60 240
Elongation finale 60 300

3.5. Analyse informatique des séquences

Aprés séquencage, les séquences du gene de I’ARNr 16S (bactéries) ou 5.8S (champignons)
obtenues ont été comparées aux séquences contenues dans la banque de données de
différentes bactéries et champignons de références. Le degré de parenté est alors déterminé en
fonction des homologies de séquences. Cette comparaison est réalisée par un logiciel
BLASTn donné par le Centre National de I’Information pour la Biotechnologie (NCBI).
(Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Dans I’objectif de chercher de nouveaux produits, écologiques et efficaces, de préservation du
bois contre ces agents microbiens, les parties qui suivent sont consacrées a la préparation et
I’étude phytochimique des extraits des deux plantes aromatiques et médicinales étudiées, et a

I’évaluation de leurs activités antimicrobiennes et antiadhésives.
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Il. ETUDE PHYTOCHIMIQUE DES EXTRAITS DE MYRTUS COMMUNIS ET
THYMUS VULGARIS

1. Matériel végétal

Au cours de cette étude, les parties aériennes (feuilles et tiges) de deux especes de plantes
aromatiques et médicinales marocaines : Myrtus communis L et Thymus vulgaris L ont été
fraichement récoltées au mois Mars des années 2011-2013 au sein de 1’ Agence Nationale des
Plantes Medicinales et Aromatiques de Taounate. Les espéces ont été identifiées par le
botaniste de 1’agence Pr. ENNABILI Abdesalam et elles ont été désignées par un numero

d’herbier (ces numéros figurent dans la figure 15).

Thymus vulgaris .

/ Lamiaceae
8 wyrus communis L.

Myrtaceae
INP219

Figure 15 : Espéces de plantes étudiées.

2. Extraction des huiles essentielles

Les plantes récoltées et triées ont été soumises a I’extraction par hydro-distillation dans un
appareil de type Clevenger (Clevenge 1928). Deux distillations de 300 g de matériel végétal
frais (M. communis (feuilles), T. vulgaris (feuillest+tiges)) avec 1 litre d’eau porté a
I’ébullition pendant 2 heures ont été réalisées dans un ballon de deux litres surmonté d'une
colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant. Les huiles essentielles récupérées ont

été stockées a 4°C a I’obscurité en présence du sulfate de sodium anhydre.
2.1. Détermination de ’humidite

La détermination du pourcentage d’humidité de plantes étudiées a été effectuée a partir de
deux échantillons de 40 g séchés jusqu’au poids constant pendant 24 heures a I'étuve a 100°C.
Aprés refroidissement, la moyenne des pertes en poids est calculée et le taux d’humidité est

déterminé par la relation suivante :
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My — M,
H(%) = |———|x100
r

Avec : My et M sont respectivement les masses de la plante a I’€tat frais et a ’état sec. Deux

pesées par echantillon ont été effectuées (Benchegroun et al. 2012).
2.2. Détermination du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle a été déterminé par rapport a la matiere séche (Benchegroun
et al 2012), il est exprimé en ml de distillat pour 100 g de la matiere seche par la relation

suivante :
Rdt(‘y)—[v] 100
0) — MS X

Avec : V : Volume d’huile essentielle recueillie ;
M, : Masse de la matiére végeétale séche.
2.3. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

L’élaboration du profil chromatographique des huiles essentielles des plantes étudiées a été
réalisée en se basant sur la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS).

Pour les analyses chromatographiques, les huiles essentielles ont été diluées dans le méthanol
(1/20 viv). Ces analyses ont été effectuées sur un chromatographe en phase gazeuse de type
Hewlett-Packard (série HP 6890) couplé avec un spectrometre de masse (série HP 5973). La
fragmentation est effectuée par impact électronique sous un champ de 70eV. La colonne
utilisée est une colonne capillaire HP-5MS (30 m x 0.25 mm) avec une épaisseur du film est
de 0.25 pm. La température de la colonne est programmeée de 45 a 240°C a raison de 2°C/min.
Le gaz vecteur est I'hélium dont le débit est fixé a 1.2 ml/min. Le volume de I’échantillon
injecté est 1 ul a une température de 250°C. Le mode d'injection est split (rapport de fuite :
1/20). L'appareil est relié a un systéme informatique gerant une bibliothéque de spectre de
masse (NIST 98).

L'identification des constituants est basée sur la comparaison de leurs spectres de masse
(CG/SM) respectifs avec les spectres de la bibliothéque, et sur la comparaison de leurs indices
de Kovats (IK) calculés avec ceux de la bibliographie (Adams 2007).
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Ce systéme d’indice est basé sur une notion de rétention relative. Il compare la rétention d’un
produit quelconque a celle d’un alcane linéaire. Ce systéme est applicable en chromatographie
en phase gazeuse a tout composeé obtenu a la sortie de la colonne. Par définition, il attribue un
indice de 800 a 1’alcane linéaire en C8 (n-octane), 1000 a 1’alcane linéaire en C10 (n-décane),

et ce, quel que soit la phase stationnaire, la longueur de la colonne, la température ou le débit.

Les indices de Kovats (IK) sont déterminés en injectant un mélange d’alcanes de C9 a C23

dans les mémes conditions opératoires que celles des HEs. lls sont calculés a partir de la

TRA-TRp

relation suivante : IK = [(TRHH_TRH

) + n] x100

Avec :
n : Nombre d’atomes de carbone de 1’alcane qui sort juste avant le composé A ;
(n+1) : Nombre d’atome de carbone de I’alcane qui sort juste apres le composé A ;
RTa : Temps de rétention de composé A ;
RTn : Temps de rétention de 1’alcane a n atomes de carbone qui sort avant le composé A ;

RTn+1 : Temps de rétention de ’alcane a (n+1) d’atomes de carbone qui sort juste apres le

composé A.
3. Préparation des extraits méthanoliques

Les plantes (Myrtus communis et Thymus vulgaris (feuilles+tiges)) triées, séchées a 1’ombre
dans un endroit bien aéré a température ambiante au laboratoire (25°C) et broyées ont été

soumises a deux types d’extractions :
3.1. Extraction par macération

40 g de la matiére végétale de chaque espéce étudiée ont été macérés dans 400 ml d’hexane
(100 %) pendant 2h a température ambiante (25°C) et sous agitation magnétique pour
éliminer la matiére grasse et la chlorophylle. Ensuite, aprés la filtration du mélange, le solvant
a été évaporé grace a un évaporateur rotatif. Ainsi, les extraits hexaniques secs a odeur
caractéristique de chaque plante ont été obtenus. Alors que le résidu de filtration est laissé
sécher aprés avoir macéré avec 400 ml de méthanol (100%) pour obtenir des extraits

méthanoliques. Deux répétitions ont éte réalisées.
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Figure 16 : Fiche descriptive des techniques d’extraction, de fractionnement et d’analyse
phytochimique des extraits de T. vulgaris et M. communis.
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3.2. Extraction par ultrason

40 g de la matiere végétale de chaque espéce etudiée ont été déposés dans des erlenmeyers.
Ensuite, 400 ml de méthanol (100 %) ont été ajoutés a chaque échantillon. Par la suite, le
mélange a été soumis a 1’action des ultrasons de fréquence 35 kHz et une puissance de 100 W
pendant 45 min a 30°C dans un sonicateur. Ensuite, apres filtration du mélange, le solvant a
été évaporé a 1’aide d’un évaporateur rotatif pour obtenir les extraits bruts a odeur

caractéristique de chaque plante étudiée. Deux répétitions ont été réalisées.

3.3. Détermination du rendement en extraits bruts

Le poids de I’extrait secs est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein et le

poids du ballon vide. Il est exprimé en pourcentage (%) et calculé selon la relation suivante :

Rdt (%) = [Ml(\::t)]x 100

Avec : M (ext) : Masse en g d’extrait obtenu ;

Ms : Masse de matiere végeétale séche a partir de laquelle 1’extraction a été réalisée.

4. Screening phytochimique des extraits

L’analyse qualitative des extraits méthanoliques préparés a eté réalisée par divers tests
phytochimiques en vue de mettre en évidence les métabolites secondaires responsables de la
plupart des activités biologiques de chaque espéce végétale. Ces essais ont été menés selon les

techniques décrites par divers auteurs (Harborne 1985, Mogode 2005, N’Guessan et al. 2009).

e Test de polyphénols
La mise en évidence de polyphénols dans nos extraits a été faite avec la réaction au chlorure
ferrique (FeCl3). En effet, A 2 ml de chaque extrait, une goutte de solution alcoolique de
chlorure ferrique a 2% a été ajoutée. L apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus

ou moins foncée fut le signe de la présence de polyphénols (N’Guessan et al. 2009).

e Test de flavonoides et de leucoanthocyanes

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine appelé également «réaction
de Shinoda». Le test consiste a ajouter a 1 ml de I’extrait, 1 ml d’alcool chlorhydrique
(mélange de HCl+éthanol+ I’eau distillée a des parts égales) et environ 0.5g de magnésium

métallique. Aprés 3 minutes de réaction, la présence de flavonoides est confirmée par la
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coloration rouge (flavonols, flavononols), rose orangée (flavones), rouge violacée
(flavonones) (Mogode 2005, N’Guessan et al. 2009).

> Leucoanthocyanes
La réaction a la cyanidine a été refaite sans 1’ajout de copeaux de magnésium. Aprés le
chauffage pendant 15 minutes au bain-marie. L apparition d’une coloration rouge cerise ou

violacée signe la présence de leucoanthocyanes (Harborne 1985, Mogode 2005).

e Test de tanins

Dans un tube a essai contenant 1 ml de I'extrait, 1 ml d’une solution aqueuse diluée de FeCl3 a
1% a été ajouté. Le développement d’une coloration verdatre ou bleu noiratre indique la

présence de tanins (Mogode 2005).

» Tanins catéchiques et tanins galliques

Dans un tube a essai, 5 ml de la solution de 1’extrait ont été évaporés a sec. Par la suite, 15 ml
du réactif de Stiasny ont été ajoutés au résidu, le mélange a été maintenu au bain-marie a
80°C pendant 30 min. L’observation d’un précipité rouge en gros flocons indique la présence

les tanins catéchiques.

Pour les tanins galliques, la solution précédente est filitrée. Aprés la filtration, le filtrat a été
saturé avec 5 g d’acétate de sodium pulvérisé. Ensuite, 1 ml d’une solution de FeCl; (1%) a
été ajouté goutte a goutte. Le développement d’une teinte bleue noire indique la présence des

tanins galliques non précipités (N’Guessan et al. 2009).

e Test d’alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés en utilisant des réactifs de Burchard (réactif iodo-ioduré) et
de Dragendorff (réactif a 1’iodo-bismuthate de potassium). Dans un tube a essai, 6 ml de
I’extrait ont été évaporés a sec. Le résidu a été repris par 6 ml d’alcool a 60°. Par la suite, 2
gouttes du réactif de Dragendorff ont été ajoutées sur la solution alcoolique provoquerait
I’apparition d’un précipité ou une coloration orangée. L’ajout de 2 gouttes du réactif de
Burchard sur la solution alcoolique declenche un précipité de coloration brun-rougeétre ce qui

indique une réaction positive (la présence des alcaloides) (N’Guessan et al. 2009).
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e Test de quinones

Le résidu de 2 ml de chaque extrait évaporé a été repris dans 5 ml d’acide chlorhydrique. Le
tout a été porté ensuite au bain-marie pendant 30 min. Apres refroidissement, le mélange est
extrait par 20 ml de chloroforme. Par la suite, 0.5 ml d’ammoniaque (diluée 2 fois) a été
ajouté a la solution chloroformique. La présence des substances quinoniques est révélée par le

développement d’une coloration jaune, rouge ou violette (N’Guessan et al. 2009).

5. Dosage des composés phénoliques
5.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu (FC)
(Hossain et al. 2013). Ainsi, 1 mg de chaque extrait a été dissous dans du méthanol (1ml). Des
solutions de réactif de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) et de Na,CO3 & 5% (p/v) ont été préparées.
Par la suite, dans des tubes a essai 200 ul d’extrait ont été mélangés avec 1.5 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu (10%). Ensuite, tous les tubes ont été incubés a 1’obscurité et a température
ambiante pendant 5 min. Par la suite, 1.5 ml de Na,COj3 (5%) ont été ajoutés a la solution. Les
tubes ont été agités et maintenus encore une fois a I'obscurité pendant 2h. L'absorbance est lue
a 750 nm en utilisant un spectrophotometre UV-visible. Les blancs ont été préparés pour
chaque échantillon en remplacant le réactif de Folin par de I'eau distillée. L'acide gallique a
été utilisé comme standard et les résultats sont exprimés en mg d'équivalent acide gallique par

g d’extrait en se référant a la courbe d’étalonnage (Annexe 2).

5.2. Dosage des flavonoides

La concentration des flavonoides totaux de différents extraits bruts a été mesurée par la
méthode colorimétrique de chlorite d’aluminium (Hossain et al. 2013). Les solutions de
nitrate de sodium a 5%, d'hydroxyde de sodium a 4% et de chlorure d'aluminium a 10% ont
été préparées. Dans des tubes a essai, 1.25 ml de I’eau distillée et 0.75 pl de nitrate de sodium
(5%) ont eté ajoutés a 0.25 mg d’extrait. Les solution ont été agitées et incubées a 1’obscurité
pendant 6 minutes. Par la suite, 150 ul de chlorure d’aluminium (10%) ont été ajoutés a
chaque tube puis incubés a 1’obscurité pendant 5 minutes. Finalement, 0.5 ml d’hydroxyde de
sodium (5%) et 0.275 ml d’eau ont été ajoutés aux tubes. Le blanc est réalisé par
remplacement de I’extrait par du méthanol (95%). I’absorbance est lue a une longueur d’onde

fixe de 510 nm avec un spectrophotométre UV-VIS. La quercétine a été utilisé comme
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standard et les résultats sont exprimés en mg d'équivalent quercétine par g d’extrait en se

référant a la courbe d’étalonnage (Annexe 2).

6. Fractionnement des extraits bruts

Afin de séparer les extraits bruts méthanoliques obtenus par I'ultrason de deux plantes
étudiées et pour localiser la fraction la plus importante et la plus active, le fractionnement a
été mené en utilisant successivement trois solvants organiques : I’hexane, I’acétate d’éthyle et
le méthanol pour en avoir trois fractions : la fraction hexane-acétate d’éthyle (FHA), fraction
acétate d’éthyle (FA) et la fraction méthanolique (FM). De ce fait, la chromatographie sur
colonne de gel de silice (Merck Silica gel 60 (0.063-0.200 mm), 5 — 60 cm) a été utilisée
(Uddin et al. 2014). Pour cela, 4 g de I’extrait brut ont été premieérement dissous dans 40 ml
de méthanol et mélangé avec la silice. Puis, le tout a été concentré par évaporation du solvant
par le rotavapeur sous vide a une température inférieure 55°C. Ensuite, le gel de silice a été
élué avec le mélange n-hexane-acétate d'éthyle (50:50) comme systéme de solvant, I'acétate
d'éthyle (100) et du méthanol (100). Les fractions recueillies ont été évaporées et stockées a
4°C jusqu'a utilisation. Le dosage de la teneur en polyphénols totaux des fractions préparées a

été effectué selon le protocole décrit précédemment.

I1l. ETUDE DU POUVOIR ANTIMICROBIEN DES EXTRAITS DE MYRTUS
COMMUNIS ET THYMUS VULGARIS

Dans cette partie, 1’effet antimicrobien des extraits, obtenus par macération et ultrason, et des
huiles essentielles de Myrtus communis et de Thymus vulgaris a été évalué in vitro vis-a-vis
des champignons (Zyani et al. 2009) et des bactéries isolées du bois altéré et qui sont
responsables des pourritures du bois de cedre : Penicillium commune (d” et d10), Thielavia
hyalocarpa (b3), Bacillus safensis, Bacillus subtilis et Bacillus licheniformis. Ces
microorganismes ont été cultivés dans le milieu Luria-Bertan (LB) durant 24h a 37°C pour les

bactéries et dans 1’extrait de Malt pendant sept jours a 30°C pour les champignons.

1. Etude de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits méthanoliques

1.1. Méthode de diffusion sur disques

L’évaluation de I’activité antibactérienne de différents extraits préparés a été réalisée par la
méthode de diffusion sur disque (Gautam et al. 2007) (Figure 17). Les boites de Pétri
contenant le milieu LB gélosé préalablement stérile ont été ensemencées par 100 pl de la

suspension bactérienne de densité équivalente au standard 0.5 de MacFarland (1x10°
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CFU/ml). Aprés un séchage de 10 minutes a température ambiante en conditions aseptiques,
des disques de papier Whatman (6 mm de diametre) ont été déposés a la surface de la gélose
et imprégnés de 10 ul de I’extrait testé (10 mg/ml). Les témoins contenaient des disques
imbibés de diméthylsulfoxyde (DMSO a 2%). Les boites de Pétri ainsi préparées ont été
incubées pendant 24 heures a 37°C. L’absence de croissance microbienne autour des disques
se traduit par un halo translucide ; le diamétre a été mesuré et exprimé en millimétre (mm).

L’opération a été réalisée en trois répétitions.

S . Tapis bactérien
Disque de papier

inbibé d'extrait /’\

’ / ) — =

‘Incubation a 37°C
pendant 24 heures

Boite de Pétri
avec milieu LB gélosé

Diameétre
d'inhibition

Figure 17 : Principe de la méthode de diffusion par disque.

1.2. Technique de diffusion sur des puits (agar-well diffusion method)

La technique de diffusion sur des puits a été utilisée pour évaluer 1’activité antifongique des
extrais méthanoliques des plantes étudiées (Magaldi et al. 2004) (Figure 18). Les boites de
Pétri contenant le milieu Extrait de malt gélosé préalablement stérile ont été ensemencées par
100 ul de la suspension fongique (1x10° spore/ml). Aprés un séchage de 10 minutes &
température ambiante en conditions aseptiques, des puits de diamétre (6 mm) et de profondeur
bien déterminée sur la gélose préalablement inoculée ont été creusés. Par la suite, ces puits ont
été remplis par 50 ul de ’extrait (10 mg/ml). Les témoins contenaient des disques imbibés de
diméthylsulfoxyde (DMSO a 2%). Les boites ainsi préparées ont été incubées pendant 72h a
30°C. La diffusion se fait des puits vers la gélose, et I’activité antifongique est détectée par

’apparition de la zone d’inhibition de croissance exprimée en millimetre (mm).
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Puits contenant
50 pl de I'extrait

Boite de pétri contenant Extrait de malt
gélosé préalablement stérile

et ensemencées par 100 ul de la
suspension fongique

Figure 18 : Diffusion sur des puits (agar-well diffusion method),
observation apres I’incubation.

1.3. Détermination de la concentration minimale d’inhibition (CMI), de la concentration
minimale bactéricide (CMB) et de la concentration minimale fongicide (CMF)

La détermination de la CMI a été réalisée suivant la méthode de microdilution en milieu
Mueller-Hinton (MH) liquide en utilisant les microplaques de 96 puits (Bouhdid et al. 2009)
(Figure 19). La CMI correspond a la plus faible concentration de ’extrait qui produit une
inhibition compléte de la croissance appréciable a I’ceil nu du germe testé aprés 1’incubation.
De ce fait, a partir d’une solution meére d’extrait (100 mg/ml solubilisé dans (DMSO a 2%)
une dilution de 1/10 a été préparée dans le milieu de culture préalablement stérile. Par la suite,
une série de dilutions de facteur de 2 ont été réalisées dans la ligne de la microplaque avec le
milieu de culture liquide et le bouillon de suspension microbienne (2.10° UFC/ml et/ou 2.10°
spore/ml). Les concentrations finales de I’extrait testé étant (10 a 0.0097 mg/ml), le puits 12 a
été pris comme témoin contenant la suspension microbienne et le milieu de culture. Les
microplaques ainsi ensemenceées, ont été recouvertes du parafilm et incubées a 37°C pendant
18 h (bactéries)/ ou 48h a 30°C (champignons).
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-' Bouillon de Mueller-Hinton (MHB) stérile
| ‘ 1) Dilution de 1/10 en

milieu MHB liquide <> 2)Déposer 50 pl du milieu de culture dans
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Préparation de Iéxtrait “ decroissance
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100 mg/ml solubilisé
dans DMSOa 2%
18 AR

4

5) Préparationdela
suspension bactérienne de

2.10¢ UFC/ml dans MHB

%

Suspension bactérienne
0.5 McFarland

Figure 19 : Schéma de la technique de microdilution pour le test antibactérien.

7) Incubation a 37°C pendant 18h

6) Inoculation de tous les
puits par 50 pL de I'inoculum

Les CMI ont été déterminées dans le cas des bactéries par I'utilisation d’indicateur coloré la
résazurine. En effet, la croissance bactérienne est détectée aprés une incubation a 37°C
pendant 2 heures, par la réduction de la résazurine ayant une coloration bleue en résorufine
ayant une coloration rose (Figure 20). Pour les champignons la détermination de ces

concentrations a été réalisée a 1’ceil nu.

0 0 0 0 0 0
S = Nas #” Z
N Enzyme d’origine N
l cellulaire (cytosolique)
0
Résazurine Résorufine
(bleu) (rose)

Figure 20 : Réduction de la résazurine en résorufine catalysée par des enzymes d’origine
bactérienne.

A partir de la CMI, les puits n’ayant montré aucune croissance microbienne visible a I’ceil nu
ont été ré-isolés par spot (2 pl) sur les boites de Pétri contenant LB/ ou Extrait de Malt gélosé.
Les boites ainsi préparées ont été incubées 24h a 37°C et/ou 48h a 30°C. La plus faible

concentration pour laquelle on n’observe aucune colonie microbienne (destruction de 99.9%
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de I’inoculum microbien) est la concentration minimale bactéricide (ou Fongicide) (CMB,
CMF), de I’extrait sur la souche testée.

2. Effet antibactérien et antifongique des huiles essentielles

2.1. Méthode de diffusion sur disque

Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des plantes étudiées a été également évalué
par la méthode des disques (Gautam et al. 2007). Les boites de Pétri contenant le milieu
gélosé de Mueller-Hinton (MH) ou Extrait de malt ont été ensemencées par étalement de 100
ul de la suspension bactérienne standardisée a 1.10° CFU/mI ou fongiques & 1.10° spore/ml.
Apreés un séchage de 10 minutes a température ambiantes, des disques de papier Whatman (6
mm du diameétre) ont été déposés a la surface de la gélose et imprégnés de 10 ul de I’huile
essentielle testée. Par la suite, les boites ont été pré-incubées dans des conditions réfrigérées
pendant deux heures a 4°C afin de permettre la diffusion de 1’agent inhibiteur, puis incubées
pendant 24 heures a 37°C (bactéries) et pendant 72h a 30°C (champignons). La lecture a été
faite par la mesure des diamétres des zones d’inhibitions (exprimés en mm). Chaque diamétre
a été représenté par la moyenne de trois mesures.

2.2. Détermination de la CMI, CMB et CMF

Les CMIs ont été déterminées en utilisant le test de microdilution en milieu liquide comme
décrit précédemment par Bouhdid et al., (2009), avec de petites modifications. L’Agar a
0.15% (w/v) a été utilisé comme émulsifiant et la résazurine a été utilisée comme indicateur
de la croissance microbienne. Un volume de 50 pl de bouillon de Mueller-Hinton (MHB) (ou
Extrait de Malt) additionné d’agar bactériologique (0.15% p/v) a été déposé dans les puits (de
2 a 12) d'une microplague de 96 puits. Les dilutions de I'huile essentielle testée ont été
préparées avec le milieu MHB & 0.15% de 1’agar bactériologique. Par la suite, 100 pl de ces
dilutions ont été ensuite ajoutés au premier puits de chaque ligne de microplaque, une série de
diluions a été réalisée en transférant en cascade, apres avoir mélangé, 50 pl de la dilution du
premier puits jusqu’au 11°™ puits. Le 12°™ puits a été considéré comme témoin. Ensuite, 50
ul de la suspension bactérienne (2.10° CFU/mI) ou fongique (2.10° spore/ml) ont été ajoutés &
chaque puits (volume finale de tout les puits est 100 pul). Les concentrations finales de I'huile
essentielle étaient entre 4 et 0.00390% (v/v) pour le myrte et entre 1 et 0.000975% (v/v) pour
le thym. Apres incubation a 37°C pendant 24h ou 48h a 30°C, 10 pl de la résazurine ont été
ajoutés dans chaque puits pour évaluer la croissance des bactéries. Aprés une incubation a
37°C pendant 24h, la CMI a été déterminée comme étant la plus faible concentration d'huile

essentielle qui a empéché un changement de couleur de la résazurine. La croissance
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bactérienne a été détectée par la réduction résazurine (bleu) en résorufine de couleur rose.

Expériences ont été réalisées en triple.

La concentration minimale bactéricide (MBC) ou la concentration minimale fongicide (CMF)
correspond a la concentration la plus faible de I'huile essentielle qui donne des sous-cultures
négatives apres incubation a 37°C pendant 24 h/ ou a 30°C pendant 48h. Elle a été déterminée
en repiquant 2 pl de puits négatifs sur des boites gélosées de LB/ ou Extrait de Malt. Les

expériences ont également été réalisees en triple.

IV. CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE DES SURFACES ET ETUDE DU
POUVOIR ANTIADHESIF DES EXTRAITS DES PLANTES ETUDIEES

1. Caractérisation physicochimique de la surface du bois de cédre et des

microorganismes par I’angle de contact

Toutes les expériences décrites dans cette partie de travail mettent en jeu les mesures des
angles de contact des surfaces étudiées (bois de cedre et microorganismes) par rapport aux
liquides qui permettent de mettre en évidence leur caractére hydrophobe/hydrophile, d’évaluer
leurs parametres acide/base et de déterminer leurs énergies libre de surface. Pour cela, nous
allons présenter un rappel trés succinct des définitions liées aux phénomenes de mouillage,
des modeles qui s’y appliquent, le principe de I’appareil utilisé pour effectuer ces mesures

ainsi que la méthode de calcul utilisée pour déterminer les angles de contact.
1.1. Angle de contact

Quand une goutte de liquide est déposée sur une surface solide plane, I'angle (0) entre la
tangente a la goutte au point de contact et la surface solide est appelé angle de contact. Cet
angle rend compte de l'aptitude d'un liquide a s'étaler sur une surface par mouillabilité et
dépend des interactions entre le liquide et le solide. Thomas Young 1805 propose une relation
afin de rendre compte de ce phénomene. La forme de la goutte est déterminée par les tensions

de surface et interfaciales des trois phases en présence (liquide/air/solide) (Figure 21).




MATERIEL ET METHODES

To

s :
solide
ﬁffffff/f/f/f// é

Figure 21 : Représentation du modele de Young, mesure de
I'angle de contact liquide/solide.

Pour le systéme solide/liquide/air, I'équation de Young s'écrit : cos © = Vs;ﬁ
L

Ou vy est la tension ou I’énergie libre interfacial solide/air, yg;la tension ou 1’énergie libre

interfacial solide/liquide et y, la tension ou 1’énérgie interfacial liquide/air.

La mesure de cet angle de contact par rapport a I’eau nous permet de déduire le caractére
hydrophobe (6,, > 65°, faible énergie de surface) ou hydrophile (8,, < 65°, grande énergie de

surface) de la surface (Figure 22).

a) (b)ee=-

y % N

Figure 22 : Angle de contact 6 formé par une goutte d’eau sur une surface hydrophobe (a) et
hydrophile (b).

Par ailleurs, 1’utilisation de plusieurs liquides permet d’accéder a 1'énergie libre de la surface,
tout en discriminant les composantes polaires ou apolaires de cette énergie en utilisant

I’équation de Van Oss et al. (1988).

7,(Cos + 1) = 2(yEWyFW)1/2 + 2(yEyD) 2 + 2(v5¥ ) Y2
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Ou:

vs" : Composantes de Lifshitz- Van der Waals de la surface.
v : Composantes de Lifshitz- Van der Waals du liquide.
v¢ - Composante(s) accepteur d’électrons de la surface.
y; : Composante(s) accepteur d’¢lectrons du liquide.

Vs Composante(s) donneur d’électrons de la surface.

. - Composante(s) donneur d’¢lectrons du liquide.

Les angles de contact ont été mésurées a 1’aide d’un goniométre (GBX, France), en utilisant

trois liquides purs de caractéristiques énergétiques connues (Tableau 13).

Tableau 13 : Caractéristiques énergétiques (en mJ/m?) des liquides utilisés pour la mesure des
angles de contact (Van Oss 1994)

Liquide Formule y™W(mi/m?) y*(mI/m?) v (mJ/m?)
Eau H,0 21.6 25.4 25.4
Formamide CH3NO 38.7 2.3 39.4
Diiodométhane | CHzl, 50.5 0.7 0.0

La composante acide-base de Lewis (Y4®) a été déterminée par 1’équation suivante

AB N
Ts =2(V5Vs)

Selon I’approche de Van Oss et al. (1988), il est possible de déterminer le degré
d’hydrophobicité d’un matériau donné (i) vis-a-vis de I’eau (w). Il est exprimé en unité
internationale (mJ/m?) comme I'énergie libre d'interaction (AGiwi) entre les deux entités de
cette surface lorsqu'elle est immergée dans I'eau (w). Si l'interaction entre les deux entités est
plus forte que linteraction de chaque entité a l'eau, la surface est considérée comme
hydrophobe (AGiwi <0) ; a l'inverse, pour un matériau hydrophile, AGiwi > 0.

Le AGiwi est calculé au moyen des composantes de tension de surface des entités

interagissant, selon 1’équation suivante :
1 1 1
AGiwi = =2y, = =2 [((vfw)” 2= +2 ((vf 2+ (i)t — (v ) —

(1))
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Avec (Y"V) composante de Lifshitz-Van der waals de la surface (i), (y* ) composante
d’accepteur d’électrons et (Yy~) composante de donneur d’électrons.

1.2. Caractérisation physicochimique du bois de cédre
1.2.1. Préparation du substrat

Le substrat utilisé dans cette étude est le bois de cédre (Cedrus atlantica). Il a été découpé en
morceaux ayant les dimensions suivantes : longueur = 3 cm, épaisseur = 1 cm et largeur = 1
cm. Par la suite, les échantillons ont été soumis a un polissage mécanique afin de fixer leur
rugosité a I’aide du papier abrasif de différentes granulométrie (600, 1200, 1500 g/cm). La
rugosité des morceaux de bois a été déterminée et fixée a une gamme de rugosité de 0.8-1um
par un rugosimetre «Mitutoya SJ 301» du Laboratoire Génie Mécanique de L’Ecole
Supérieure de Technologie de Fés. Cette méthode de mesures consiste a effectuer un
«palpage» mécanique le long d’un ou plusieurs profils en déplagant un stylet. Les irrégularités
de la surface analysée provoquent les déplacements verticaux du stylet, ces derniers
permettent de remonter 1’état géométrique de la surface réelle (Leban et Triboulot 1994).
Parmi les nombreux critéres de la rugosité de surface, I’écart moyen arithmétique (Ra) est
probablement le parametre le plus utilisé lors des études de la topographie des surfaces. Ce
parameétre correspond a la moyenne arithmétique, calculée sur la longueur de base, de la

valeur absolue de 1’ordonnée Z entre chaque point du profil de ’axe OX (Figure 23).

o A_PA_2
vd

Longureur de base |

Figure 23 : Mesure de la rugosité avec le rugosimetre « Mitutoya SJ 301 ».

1.2.2. Mesure de I’angle de contact

Les morceaux de bois de cedre de rugosité définie -comme indiqué précédemment- ont été
lavés a 6 reprises avec de 1’eau distillée, séchés et stérilisés par autoclavage pendant 20
minutes a 120°C. Les mesures de 1’angle de contact ont été réalisées a 1’aide d’un goniomeétre
(GBX, France) qui permet de déposer a 1’aide d’une seringue une goutte de 2 ul de chaque

liquide pur (eau distillée, formamide, et le diiodomethane) sur la surface a analyser (Figure
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24). Les angles de contact ont été mesurés aprés 15 secondes de dépdt de la goute (a
I’équilibre) et a une température ambiante (25 £ 2°C). Chaque valeur de I’angle de contact

rapportée est une moyenne de trois mesures effectuées.

Figure 24 : Appareil d’angle de contact GBX France.

1.3. Caractérisation physicochimique des microorganismes
1.3.1. Conditions de culture et préparation des souches bactériennes et fongiques

Les souches bactériennes : Bacillus safensis, Bacillus subtilis et Bacillus licheniformis ont été
mises en culture dans le bouillon LB, puis incubées a 37°C sous agitation (125 rpm) pendant
24 heures. Ensuite, les cellules bactériennes ont été récoltées par centrifugation a 84009
pendant 15 min et lavées par une solution de KNO3; (0.1 M) par une succession de deux
centrifugations, puis remises en suspension dans du KNO3 (0.1 M). Les souches fongiques :
Penicillium commune (d” et d10) et Thielavia hyalocarpa ont été préalablement isolées a
partir d'une vieille maison construite il ya 450 ans et située a Derb lamté dans la Médina de
Fes, (Maroc) (Zyani et al., 2009). Elles ont été mises en culture dans le milieu gélosé d’extrait
de Malt, puis laissées incuber 7 jours a 30°C. Pendant cette période d’incubation, le mycélium
s’est développé sur la surface gélosée, en produisant des spores. Les spores ont été décrochées
de la surface de la culture solide par raclage avec un racleur stérile baignant en solution de
KNO; (0.1M), transférées dans un tube stérile et lavées par une solution de KNO3 (0.1 M) au
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cours d’une succession de deux centrifugations a 10.000g pendant 15 min a 4°C puis remises

en suspension dans du KNOs (0.1 M).
1.3.2. Mesures de I’angle de contact

La caractérisation physicochimique des microorganismes étudiés a été réalisée selon le
protocole décrit par Hamadi et Latrache (2008). En effet, un volume de 10 ml d’une
suspension microbienne (10° UFC/ml) a été filtré, & travers une membrane filtrante stérile
(0.45um), au moyen de la pression négative jusqu'a I’obtention d’une couche mince de
cellules bactériennes ou de spores. Ensuite, les filtres humides ont été placés soigneusement
sur un support de verre et laissés sécher a température ambiante (25 £ 2°C) pendant 30 min.
Neuf mesures d'angle de contact ont été réalisées sur chaque échantillon avec des gouttes de 2
I des trois solvants : eau distillée, formamide et diiodométhane.

Chaque valeur de D’angle de contact rapportée est une moyenne de trois mesures

indépendantes effectuées.

2. Effet des extraits bruts obtenus par macération et ultrason sur la physicochimie du

bois de cédre

L’effet des extraits de Thymus vulgaris et Myrtus communis obtenus par les deux méthodes
d’extraction (macération et sonication) sur les propriétés physicochimiques de la surface du
bois de cedre a été testé comme suit: un volume de 10 pul de I’extrait a une concentration de
20 mg/ml (solubilisé dans du diméthylsulfoxyde (DMSO a 2%) a été appliquée par dép6t
pendant 20 min a température ambiante (25 £ 2°C) a la surface des morceaux du bois de cedre
préalablement préparés. Par la suite, apres un bon séchage et adsorption de produit testé, les
échantillons ont été prélevés directement pour effectuer les mesures de 1’angle de contact

comme déja décrit précédemment. Les expériences ont été réalisées en double.

3. Etude de P’activité antiadhésive des extraits de Thymus vulgaris et Myrtus communis

vis-a-vis des spores de Penicillium commune
3.1. Préparation de la suspension fongique

Aprés incubation de la souche étudiée, cultivée sur la gélose d’extrait de Malt, & 30°C pendant
7 jours, les spores ont été décrochées de la surface de la culture solide par raclage avec un
racleur stérile baignant en solution de KNO;z (0.1 M) stérile et ont été lavées par une

succession de deux centrifugations a 10.000 g pendant 15 min a 4°C. Ensuite, les cellules ont
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été remises en suspension dans du KNOs et leur densité a été évaluée avec un hématimetre
(Malassez) et un microscope optique (grossissement x 40) afin d’obtenir une densité de 10°
spores /ml).

3.2. Test de I’adhésion

Les essais de 1’adhésion, en conditions statiques, ont été réalisés par sédimentation a 25°C
selon le protocole décrit par EL Abed et al. (2010). En effet, aprés traitement de la surface du
bois avec un volume de 10 pl de I’extrait, les échantillons du bois ont été immergés et mis en
contact pendant 10h avec la suspension de spores préalablement préparée. Ensuite, les spores
non adhérées ont été éliminées en ringant manuellement et délicatement les substrats trois fois
avec de l'eau distillée stérile (Figure 25). Le controle négatif a été traité par 10 pul de DMSO
(2%).

ﬁ‘\
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Figure 25 : Protocole de 1’adhésion des micro-organismes au bois.

3.3. Analyse et observation du comportement adhésif des spores fongiques par le

Microscope Electronique a Balayage Environnemental

Les observations ont été réalisées a la cité de I’innovation de Fés. L’acquisition des images a
éte réalisée a I’aide d’un microscope électronique & balayage environnemental (MEBE) de
type Quanta 200 (FEI company) (Figure 26). Ce microscope est équipé d’un canon a électrons
a filament de tungsténe. Les analyses effectuées ont été menées sous une pression partielle de

vapeur d’eau.

Le MEBE ou SEM (Scanning Electron Microscopy) est une technique de microscopie basée

sur le principe des interactions électrons-matiere. Un faisceau d'électrons balaie la surface
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d'un échantillon a analyser qui, en réponse, réémet certaines particules. Différents détecteurs
permettent d'analyser ces particules et de reconstruire une image de la surface.

Une sonde ¢électronique fine (faisceau d’électrons) est projetée sur I’échantillon a analyser.
L’interaction entre la sonde ¢lectronique et I’échantillon génere des électrons secondaires, de
basse énergie qui sont accélérés vers un détecteur d’électrons secondaires qui amplifie le
signal. A chaque point d’impact correspond un signal électrique. L’intensité de ce signal
électrique dépend a la fois de la nature de 1’échantillon au point d’impact qui détermine le
rendement en €lectrons secondaires et de la topographie de I’échantillon au point considére. 11
est ainsi possible, en balayant le faisceau sur 1’échantillon, d’obtenir une cartographie de la

zone balayée.

Figure 26 : Microscope électronique a balayage environnemental.

3.4. Quantification de I’adhésion des spores fongiques au bois de cedre par le logiciel
Matlabe

Les images microscopiques obtenues par le MEBE ont été ensuite analysées par un
programme développé sur logiciel Matlab® afin de quantifier I’adhésion des spores fongiques
étudiées (Hamadi et al. 2005). Le traitement par ce programme commence par convertir les
images données par le MEBE en images de 256 niveaux de gris afin d'établir un histogramme
représentant le nombre de pixels en fonction de leur intensité. En effet, dans un tel traitement,
I’intensité 255 correspond a un pixel blanc, tandis que I’intensité 0 est attribuée aux pixels
noirs. Ainsi, les zones occupées par les microorganismes sont facilement identifiées par

rapport a I’image de départ. Le pourcentage d’adhésion ou d’occupation est déterminé en
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effectuant le rapport des pixels correspondant aux micro-organismes sur le nombre total de

pixels.

4. Effet des fractions des extraits obtenus par ultrason sur I’énergie de surface du bois de
cédre : Etude de I’adhésion théorique et expérimentale des microorganismes dégradant

le bois
4.1. Effet de différentes fractions préparées sur la physicochimie du bois de cedre

L’étude de I’impact des fractions (fraction hexane-acétate d’éthyle (FHA), fraction acétate
d’éthyle (FA) et fraction méthanolique (FM)) des extraits de T. vulgaris et M. communis,
obtenus par ultrason, sur la physicochimie du bois a été effectué comme suit : Aprés avoir
traité la surface du bois par 10 pl de la fraction testée (10 mg/ml), et apres un temps de
contact de 20 minutes a (25£2°C), la caractérisation physicochimique du bois a été réalisee

avec la méthode de I’angle de contact.

4.2. Calcul de I’énergie libre d’interaction totale entre les microorganismes et le bois

apres traitement par les différentes fractions testées : Théorie de DLVO étendue

La prédiction théorique de I’adhésion des microorganismes apres traitement au bois de cedre a
été effectuée en appliquant la théorie de DLVO (Derjaguin et Landau 1941, Verwey et
Overbeek 1948) developpée par Van Oss et al. (1986). Ainsi, le calcule de 1’énergie libre
d’interaction totale AT a été fait selon les équations ci-dessous une fois les mesures de

I’angle de contact ont été effectuées.

L'énergie libre totale de l'interaction AGL3:* entre cellule microbienne (M) et substrat (S)
dans liquide (L) est calculée comme la somme composante de Van der Waals AGLY, , de la
composante acide-base AGj5, et la composante électrostatique AGLk,tel que proposé par
(Van Oss 1994).

AGHE™ = AGHY, + AGy3, + AGES,
A ALW ALW 1/2 ALW 1/2 2 _ ALW %_ ALW % 2 _ ALW %_ ALW %
veCMSL_((M) X(s)) (Ay") (Ar™) (As™) (AL™)

Et M= 2[iD* () + Y2 = DY) + G2 < (iDY? + iHV? -

OV — ryHY? = vy
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AGEL est négligeable car les tests de I’adhésion ont été réalisés a une force ionique élevée
(Gallardo-Moreno et al. 2004).

L’adhésion des spores fongiques est favorable si ATZL est négatif, alors qu’il est défavorable

si ATAtaL est positif

4.3. Etude de I’adhésion expérimentale des microorganismes au bois de cédre aprés
traitement par les différentes fractions testées

Trois souches fongiques : Penicillium commune (d”), Penicillium commune (d10), Thielavia
hyalocarpa et trois souches bactériennes : Bacillus subtilis, Bacillus safensis et Bacillus

licheniformis ont été étudiées.

Aprés avoir traité les morceaux de bois, de la méme maniére que la caractérisation
physicochimique, les échantillons ont été mis en contact durant 10h avec la suspension
fongique (10° spores/ml). Ensuite, les spores non adhérées ont été éliminées par rincage des
substrats trois fois avec de I'eau distillée stérile. Par la suite, les échantillons ont été analysés
par le MEBE afin d’observer le pourvoir antiadhésif des fractions testées. Les images
obtenues ont été ensuite traitées par le logiciel Matlab®. Pour les bactéries, seule I’adhésion

théorique a été faite.

5. Etude de I’effet des huiles essentielles de plantes étudiées sur la physicochimie du bois

de cedre

L’effet de la vapeur des huiles essentielles sur les propriétés physicochimiques du bois a été
étudié comme suit : les échantillons de bois ont été préparés comme décrit précédemment
(préparation du substrat). Apres avoir mis les morceaux de bois dans les boites de Pétri de 50
mm de diametre, les disques de papier Whatman (30 mm de diamétre) ont été fixés sur les
couvercles et imbibés avec 30 ul de I’huile essentielle testée. Par la suite, les boites de Pétri

ont été fermees immediatement et scellées avec du parafilm.

L’évaluation de la modification de I’hydrophobicité et des caractéres acido-basiques de la
surface du bois de cédre a été réalisee en fonction du temps (Oh, 4h, 6h, 8h, 10h et 24h) a

25°C par la methode de I’angle de contact.
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6. Etude de P’activité antiadhésive de la vapeur des huiles essentielles testées vis-a-vis des

microorganismes dégradant le cédre

L’étude a été réalisée sur deux bactéries : Bacillus subtilis et Bacillus safensis, cultivées sur le
milieu liquide (LB) et incubées a 37°C sous agitation pendant 24h, et un champignon

Penicillium commune (d”), cultivé sur la gélose d’Extrait de Malt pendant 7 jours a 30°C.

Apres avoir traité les morceaux du bois avec la vapeur des huiles essentielles pendant 4h et
24h, les échantillons ont été mis en contact avec la suspension bactérienne de 102 UFC/ml ou
fongique (10® spores /ml) durant 10h. Ensuite, les substrats ont été rincés trois fois avec de
l'eau distillée stérile afin d’¢éliminer les cellules non adhérées. Par la suite, les échantillons ont
été analysés par le Microscope Electronique a Balayage. Enfin, les images obtenues ont été

traitées par le logiciel Matlab®.
V. ANALYSE STATISTIQUE

Les analyses statistiques ont été réalisees a I’aide du logiciel SPSS avec un niveau de
signification de 5%. Toutes les données ont été¢ soumises a 1’analyse de la variance mono-
factorielle (ANOVA), suivie par les tests post hoc de Tukey ou Dunnett. Les étoiles (*)

exposantes sur les valeurs représentent les significations statistiques obtenues :

(*): 0.01< P <0.05 ; (**) : 0.001< P < 0.01 ; (***) : P < 0.001.
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I. MICROORGANISMES IMPLIQUES DANS LA BIODETERIORATION DU BOIS
DE CEDRE

1. Flore microbienne attachée a la surface du bois

La prospection des échantillons de bois a été réalisée au niveau d’un portail d’une anciénne
maison et d’une fenétre d’une maison en ruine a I’ancienne Médina de Feés. Ces deux
constructions architecturales souffrent d’une réelle altération visible a 1’ceil nu. En effet, des
signes de détérioration et de destruction par des champignons de pourritures ont été observés.
De méme, le bois prospecté a révélé une faible résistance mécanique qui pourrait étre due a

I’attaque bactérienne ou fongique de ses constituants.

Les prélevements des échantillons de bois & partir de ces différents sites ont abouti a
I’isolement d’un nombre total de 24 isolats microbiens. On a pu distinguer par I’analyse
macroscopique (morphologie, taille, couleur...) dix isolats fongiques et quatorze isolats

bactériens. Le détail des résultats est illustré dans le tableau 14.

Tableau 14 : Isolats obtenus a partir du bois des deux sites étudiés

Sites Isolats Milieu d’isolement
Porte (site 1) MB1, MB2, MB3, MB4, MB5, | LB
MB6, MB7, MB8, MB9
MC1, MC2, MC3, MC4, MC5, | EM

MC6

Fenétre (site 2) MB10, MB11, MB12, MB13, | LB
MB14
MC7, MC8, MC9, MC10 EM

D’apres les résultats d’isolement et de purification obtenus, on remarque que la flore
microbienne varie en fonction du site de prélevement, et que la population bactérienne est
relativement abondante par rapport a celle des champignons pour les deux sites étudiés. On
note aussi que le bois de ces deux sites historiques est colonisé par une diversité de
microorganismes pouvant jouer un role dans la détérioration et la biodégradation de notre
patrimoine architectural, historique et universel constitue principalement du bois.

Les travaux d'El Bergadi (2014a) ont également montré une importante diversité microbienne
obtenue a partir des échantillons de bois endommagés et prélevés a partir de différents points

des médersas Sehrij et Sbaiyine de 1’ancienne médina de Fés. En effet, sur un totale de
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cinquante isolats microbiens isolés, 46 isolats bactériens ont été distingués contre seulement
quatre isolats fongiques. Cette biodiversité microbienne attachée a la surface du bois a été
aussi rapportée dans les travaux d’El Abed (2012c) qui ont montré contairement 1’abondance
de la population fongique par rapport a la population bactérienne pour les 3 sites étudiés.
D’autres auteurs ont étudié 1’écologie microbienne a la surface de différents matériaux et ils
ont rapporté que le bois et le papier étaient les matériaux ou la présence des champignons et
des bactéries était la plus marquée (Hyvarinen et al. 2002, Zyani et al. 2009, Aviat et al.
2016).

2. Souches microbiennes identifiées

L’identification de la population bactérienne et fongique, causant la biodégradation des
monuments de notre patrimoine universel, par I'usage d’une méthode permettant leur
identification précoce et rapide est indispensable. De ce fait, la PCR (Polymérase Chain
Réaction) a été réalisée sur les 14 isolats isolés et purifiés. Les amorces RS16 et FD1 ont éte
utilisées pour les bactéries et IST1 et ITS4 pour les champignons dans le but d’amplifier la

zone codant pour ’ARN16S et I’ARNS5.8 respectivement.

La réaction d’amplification était positive seulement pour cinq champignons et quatorze
bactéries isolées du bois. Sept isolats ont été séquencés et identifiés dont quatre bactéries et

trois champignons.

Pour identifier un genre microbien par une approche moléculaire, il faut que les homologies
des ARNr soient supérieures ou égales a 97%. Une homologie supérieure ou égale a 99%
traduit I’appartenance a une méme espece. Alors qu’un score d’homologie inférieur a 97% ne
permet pas I’identification. Les résultats sont sous forme d’un pourcentage d’identité entre les
séquences d’ADN ribosomal obtenues et les séquences disponibles dans la banque de données
Blast. Seuls les résultats avec un pourcentage d’identité supérieur ou égale a 99% sont
retenus. Les résultats définitifs de I’identification des isolats obtenus a partir du bois sont

présentés dans le tableau 15.

La comparaison des séquences obtenues des isolats, isolés a partir du bois endommagé, avec
celles disponibles dans la base de données Blast a donné des alignements illustrés dans
I’annexe 2. Ces derniers ont permis de définir quatre isolats bactériens MB1, MB2, MB4 et
MBS5 appartenant au genre Bacillus et trois isolats fongiques MC2 et MC4 qui sont de genre

Peninillium et MC5 qui est de genre Aspergillus.
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Les deux isolats bactériens MB1 et MB2 ont montré respectivement des similarités de 100%
avec les especes Bacillus safensis et Bacillus subtilis. Alors que les isolats MB4 et MB5, ils
ont été identifiés comme Bacillus licheniformis et Bacillus cereus avec un pourcentage
d’homologie de 99%. Concernant les isolats fongiques MC2 et MC4, les résultats
d’alignement ont montré qu’ils appartiennent a Penicillium sp. et Penicillium citrinum avec
des pourcentages de similitude de 99%. Tandis que I’isolat MC5 a été identifié comme
Aspergillus niger avec une homologie de 99%.

Tableau 15 : Résultats d’identification moléculaire de la communauté bactérienne et fongique

isolées du bois de cédre

Isolats Groupes Identification N° accession | Homologie
(%)
MB1 Bacteéries Bacillus safensis KT027733.1 100
MB2 Bacillus subtilis JN700079.1 100
MB4 Bacillus licheniformis | KTO074465.1 99
MB5 Bacillus cereus JN626957.1 99
MC2 Champignons Penicillium sp. JQ965036.1 99
MC4 Penicillium citrinum KT898759.1 99
MC5 Aspergillus niger FJ87862702.1 99

Dans la littérature scientifique, plusieurs auteurs ont rapporté le pouvoir des microorganismes
de s’attacher et de coloniser divers matériaux, utilisés dans la construction du patrimoine
culturel, tels que le marbre, la pierre, la céramique et le gypse (Cataldo et al. 2005, Ljaljevic-
Grbic et Vukojevic 2009, Scheerer et al. 2009, Sterflinger 2010). lls ont également signalé
que ces agents biologiques ont méme la capacité de provoquer I’altération de ces matériaux
malgré leurs natures inorganiques, leur pauvrete en nutriment et leurs résistances mécaniques.
Ceux-ci montrent la facilit¢ de colonisation et d’altération biologique d’un monument
constitué principalement du bois. Dans ce contexte, plusieurs travaux ont été focalisés sur
I’¢tude de 1’écologie microbienne et la diversité des microorganismes attachés au bois de
différents sites historique du monde. Mattsson et al. (2010) et Ortiz et al. (2014b) ont montre
la prédominance de la population fongique au niveau des échantillons de bois de différentes
étapes de détérioration, prélevés a partir des sites historiques situés au Svalbard (Norvége) et a

Humberstone et de Santa Laura au Chili.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/848793311?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=NBFG0FYB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/403309765?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=USV6132201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008423806?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NBPSZGGD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/365267148?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NBEKXWRW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/403309765?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=USV6132201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1005817243?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NE1RCM8J01R
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En outre, Blanchette (2000) et Daniel (2003) ont montré la diversité des champignons et des
bactéries colonisant le bois archéologique de différents environnements, comme ils ont
illustré I’impact de ces microorganismes sur les constituants structuraux du bois. De méme,
Mesquita et al. (2009) ont étudié la diversité fongique des anciens documents construits en
bois et archivés a I’Université de Coimbra au Portugal. Lavin et al. (2016) et Rojas et al.
(2012) ont également identifié plusieurs champignons impliqués dans la biodégradation des
objets en bois et qui ont été isolés a partir des documents de sept batiments historiques a La
Havane et au niveau du patrimoine documentaire (livres, photographies et cartes) de dix-
neuviéme siecle en Argentine respectivement. Au Maroc, 1’é¢tude de la dégradation
microbienne du bois patrimonial a été récemment rapportée dans les travaux de recherches
menés dans notre laboratoire (Zyani et al. 2009, EI Abed et al. 2011, El Bergadi et al. 2011).
Dans leurs études, portées sur la biodétérioration du bois de cedre des monuments historiques
(ancienne maison, médrsa Sehrij et médrsa Sbaaiyine) situés a ’ancienne Médina de Feés, ils
ont démontré et confirmé I’attaque et la biodégradation de ce matériau précieux par une
grande diversité microbienne appartenant notamment aux genres Penicillium et Bacillus. En
effet, différentes espéces de champignons dont Penicillium crustosum, Penicillium
granulatum Penicillium commune, Penicillium chrysogenum et Penicillium expansum ont été
isolées par Zyani et al. (2009). En plus, El Abed et al. (2011) ont isolé plusieurs espéces
bactériennes telles que Bacillus sp., Bacillus subtilis, Pseudomonas pseudoalcaligenes,
Klebsiella sp. et Acinotobacter Iwoffi et deux autres champignons Aspergillus niger et
Penicillium expansum. Par contre, Penicillium italicum, Penicillium griseoroseum et
Pseudomonas trivialis ont été isolés dans les travaux d'El Bergadi et al. (2011). Ainsi, les
résultats de notre étude corroborent en grande partie les résultats obtenus par ces derniers
auteurs et confirment ainsi la dégradation microbienne de notre patrimoine architectural.

La présence en intensité des espéces microbiennes du genre Penicillium a la surface du bois a
été rapportée et bien connue dans la littérature comme colonisateurs et destructeurs du bois
des monuments historiques ou des constructions (Blanchette et al. 2004, Abdelkader et
Hamed 2013, Aviat et al. 2016). En plus, méme si I’espece du genre Bacillus (B. subtilis) a été
rarement évoquée dans les études de dégradation bactérienne du bois, elle a été isolée a partir
du bois de cédre dégradé (EI Abed et al. 2011, EI Bergadi 2014a). Cependant, aucun travail
n’a rapporté la colonisation et/ou la détérioration du bois par Bacillus Licheniformis et
Bacillus safensis. Ainsi, ces résultats vont également contribuer a 1’enrichissement de la

bangue microbienne formée au sein du laboratoire de Biotechnologie microbienne.
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Une vue d’ensemble sur la flore microbienne attachée a la surface du bois de cédre et le

récapitulatif de I’ensemble des microorganismes isolés a partir des different sites historiques

de Dl’ancienne Médina de Fés et identifiés au sein du laboratoire de Biotechnologie

microbienne sont illustrés dans le tableau 16.

Tableau 16 : Récapitulatif des microorganismes isolés a partir du bois de cédre des

monuments historiques et identifiés au sein du laboratoire de Biotechnologie Microbienne

Sites historiques

Population fongique

Population bactérienne

Auteurs

Ancienne maison
(450 ans)

située a Derb
Lamti, Seffah Fés

Thielavia hyalocarpa
Penicillium crustosum
Penicillium granulatum
Penicillium commune
Penicillium chrysogenum
Penicillium expansum
Cladosporium

cladosporioides

Bacillus subtilis
Bacillus atrophaeus
Bacillus

amyloliquefaciens

((Zyani et al. 2009)

Médersa Shaiyine
Médersa Sahrij
Ancienne maison
(450 ans Feés)

Aspergillus niger
Penicillium crustosum
Penicillium granulatum
Penicillium commune
Penicillium chrysogenum
Penicillium expansum

Bacillus sp.

Bacillus subtilis
Pseudomonas
pseudoalcaligenes
Klebsiella sp.
Acinotobacter Iwoffi
Oceanobacillus picturae

(EL Abed et al. 2010,
El Abed et al. 2011)

Médersa Shaiyine
Médersa Sahrij

Quoran (1827)
Livre
d’interprétation
coranique

(19°™ siecle)

Penicillium commune
Penicillium italicum
Penicillium griseoroseum
Aspergillus niger

Lewia infectoria

Aspergillus melleus
Hypocrea lixii
Penicillium chrysogenum
Mucor racemosus
Aspergillus oryzae
Schizophyllum commune

Bacillus subtilis
Bacillus sp.
Pseudomonas trivialis

(El Bergadi et al.
2011, El
2014b)

Bergadi

Ancienne maison
(450 ans) située

a Derb Lamti,
Seffah Feés

Streptomyces sp.
Nocardia sp.

(Maataoui et al. 2014)
(Mortabit et al. 2015)

L’isolement et 1’identification des microorganismes colonisateurs du bois patrimonial n’est

qu’un début d’une multitude d’étapes nécessaires pour la préservation de notre patrimoine

architectural. En effet, il devra étre suivie par la recherche de nouveaux produits plus
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respectueux de I’environnement et capables de lutter contre les agents destructeurs de ce
matériau précieux tout en substituant des produits chimiques nuisibles a I’environnement et la
santé humaine. De ce fait, dans les parties qui suivent, nous nous sommes intéressés a
préparer et caractériser les différents extraits de deux plantes aromatiques et medicinales et
par la suite, a évaluer leurs activités antimicrobiennes et antiadhésives tout en valorisant nos
ressources naturelles et en préservant le bois contre les agents biologiques (microorganismes)

causant sa biodégradation.

Il. CARACTERISTIQUES PHYTOCHIMIQUES DES EXTRAITS DE THYMUS
VULGARIS ET MYRTUS COMMUNIS

1. Taux d’humidité et rendements en huiles essentielles
Les taux d’humidité et les rendements en huile essentielle de Thymus vulgaris et de Myrtus
communis cultivés au sein de 1’Agence Nationale des Plantes Médicinales et Aromatiques de

Taounate sont présentés dans les figures 27 et 28.

Thymus vulgaris Myrtus communis

B Eau (%) H Eau (%)
MS (%) MS (%)

44.86

Figure 27 : Humidité des deux plantes étudiées.

2,5

1,5

Rendement en %

0,5

Thymus vulgaris Myrtus communis

Figure 28 : Rendements en huile essentielle obtenue par hydrodistillation.
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Les analyses de nos échantillons ont révélé un taux d’humidité important compris entre 55.14
et 66.45%. Ce qui signifie qu’approximativement la moiti¢ ou plus du poids de la plante
fraiche est constituée par 1’eau (Figure 27).

Les rendements en huile essentielle ont été calculés en fonction de la matiére seche de la
plante (Figure 28). Le T. vulgrais a fourni un rendement en huile essentielle de 1.73+0.21%.
Cette valeur est relativement proche de celle donnée par T. vulgaris de la région du centre du
Maroc (1%) (El-Akhal et al. 2015), de I’Est du Maroc (Taforalt) (Imelouane et al. 2009), de la
région de Chlef en Algérie (Cheurfa et al. 2013) et a des rendements rapportés par d’autre
auteurs (Al-Bayati 2008, EI Ajjouri et al. 2010). En revanche, il est élevé par rapport au T.
vulgaris de la province de Tafilelt (0.65%) (Ismaili et al. 2014) et a celui d’Ifrane (0.5%)
située en Moyen Atlas au centre du Maroc (EI Ouali Lalami et al. 2013).

Concernant le M. communis, il a donné un rendement moyen en huile essentielle de 1’ordre de
0.85+0.05%. Le méme rendement a été donné par M. communis de la région de Bni Idder au
Maroc (0.85%) (Ismaili et al. 2001). On outre, il est relativement élevé par rapport a celui de
la région de Dardara (0.3 a 0.4%) dans la province de Chefchaouen, Nord-Est du Maroc
(Satrani et al. 2006), de celui obtenu par M. communis de la région de Témara au Maroc qui
est de ’ordre de 0.43% (Ismaili et al. 2001) et celui d’autres pays (Aidi Wannes et al. 2007,
2010, Brada et al. 2012). Cependant, la comparaison reste toujours difficile. En effet, la
différence en terme du rendement en HE des plantes pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs
comme la saison de récolte, la plante étudiée, le matériel employé pour l’extraction et

I’origine de la plante (Ismaili et al. 2001).

2. Composition chimique des huiles essentielles

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles ainsi que 1’utilisation des librairies
Adams, NIST nous ont permis d’identifier 47 composés représentant 97.89% pour Myrtus
communis, contre 29 composés (88.6%) pour Thymus vulgaris (Tableau 17).

Les résultats obtenus ont également montré que 1’huile essentielle de Thymus vulgaris cultivé
au sein d’ANPAM est constituée majoritairement par le thymol (40.0%), le y-terpinéne
(12.0%), le p-cymene (12.0%), le linalool (4.4%) et le carvacrol (3.1%), accompagneés
d’autres constituants a des teneurs relativement faibles tels que 1’éther de thymolméthyl
(2.1%), le myrcéne (2.1%), ’a-thujéne (2.1%), 1’a-terpinéne (2.0%) et 1’a-pinéne (1.7%).
Cette composition chimique est largement similaire a celle trouvée chez la méme espece

cultivée dans la région du centre du Maroc qui a donné une teneur élevée en thymol de l'ordre




RESULTATS ET DISCUSSION

41.4% suivie par y-terpinene et p-cymeéne avec des valeurs de 22.25 et 15.59% respectivement
(El-Akhal et al. 2015). Des résultats similaires ont été également trouvés pour le T. vulgaris
cultivé dans la région d’Ifrane (El Ouali Lalami et al. 2013). D’autres échantillons de T.
vulgaris de différents pays (Iran, Brazil et Espagne) ont donné une HE de composition
chimique généralement similaire a celle de T. vulgrais d’ANPAM (Golmakani et Rezaei 2008,
Porte et Godoy 2008, Rota et al. 2008). Cependant, des variations quantitatives au niveau du
pourcentage de constituants ont été remarquees.

Concernant ’huile essentielle de Myrtus communis, les résultats d’analyses ont montré que le
1.8-cinéole (27.65%), 1’a-pinéne (24.26%), le limonéne (14.32%) et I’acétate de myrtényle
(13.05%) sont les composés majoritaires de cette essence représentant environ les trois quarts
de la composition chimique totale. D'autres composés ont été détectés aussi avec un taux
moyennement faible comme [’a-terpinéol (3.34%), le linalool (2.21%) et I'acétate de
géranyle (1.79%). Des caractéristiques chimiques identiques ont été signalées pour les huiles
de Myrte de la région de Dardara (province de Chefchaouen, nord-est du Maroc) (Satrani et
al. 2006, Viuda-martos et al. 2011). Cette composition chimique est également similaire a
celle obtenue a partir de différents échantillons de M .communis de la provenance de Témara
au Maroc, dont les composés majoritaires sont 1’a-pinene (42.6%) et le 1.8-cinéole (39.7%).
Toutefois, des variations quantitatives au niveau des teneurs de ces composes ont été notées
(Ismaili et al. 2001). Le profil chromatographique de I’huile essentielle de M. communis
d’ANPAM a été trouvé relativement identique a celui du Myrte de la Tunisie et de 1’ Algérie
(Brada et al. 2012, Ghnaya et al. 2013).

Les variations rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles, du point de
vue qualitatif et quantitatif, peuvent étre dues a plusieurs facteurs d’ordre naturel (génétique,
localisation, maturité, conditions climatiques et édaphiques) ou technologiques (mode de
culture ou d’extraction) (Karousou et al. 2005, Jordan et al. 2006, Aleksic et Knezevic 2014,
Fadil et al. 2014).
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Tableau 17 : Composition chimique des huiles essentielles de Thymus vulgaris et Myrtus

communis
Composés* IK T. vulgaris M. communis
Pourcentage (%)** | Pourcentage (%)**

a —thujéene 931 2.1 0.12
a-pinene 939 1.7 24.26
Camphene 953 - 0.04
Sabinéne 976 - 0.23
B-pinéne 980 0.7 0.22
octan-1-en-3-ol 988 0.1 -
Myrcéne 991 2.1 0.21
a-phellandrene 1005 0.5 0.21
a-terpinéne 1018 2.0 0.06
p- cyméne 1026 12.0 -
Limonene 1031 1.0 14.32
1.8- cinéole 1033 0.8 27.65
(E) B-ocimene 1040 - 0.12
y-terpinene 1062 12.0 1.98
a-terpinoléne 1088 0.8 0.09
Linalool 1098 4.4 2.21
Fenchol 1112 - 0.04
allo- ocimene 1129 - 0.06
terpin-1-ol 1134 - 0.04
trans-pinocarveol 1139 - 0.14
verbenol 1140 - 0.21
terpinén -4-ol 1177 0.1 0.25
a-terpinéol 1189 - 3.34
myrtenol 1194 - 1.58
cis-carveol 1217 - 0.10
Néral 1228 - 0.12
Ether de thymol méthyl 1235 2.1 -
Géraniol 1255 - 0.08
Acétate de linalyle 1257 - 0.49
géranial 1270 - 0.12
Acétate de verbényle 1282 - 1.05
Thymol 1290 40.0 -
Acétate de bornyle 1295 - 0.22
Carvacrol 1298 3.1 -
Acétate de myrtényle 1335 - 13.05
Acétate de carvyle 1337 - 0.25
d élémene 1339 - 0.12
4-acétate de terpinyle 1340 - 0.18
Acétate de terpinyle 1352 0.4 0.57
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a-copaene 1376 - 0.29
Acétate de géranyle 1383 - 1.79
[B-elemene 1391 0.1 -
méthyl eugenol 1401 0.4 0.75
[ —caryophyllene 1418 0.8 0.25
B —copaene 1430 0.1 -
y patchoulene 1441 - 0.12
a-humuléne 1454 0.3 0.35
germacrene D 1480 0.3 -
Isobutyrate de citronnellyle 1482 - 0.08
viriflorene 1493 - 0.07
[ —bisabolene 1509 0.3 -
Isobutyrate de géranyle 1514 - 0.09
d-cadinéne 1520 0.1
Butyrate d’isobornyl-2- 1522 - 0.03
méthyl
n-butyrate de citronnellyle 1529 - 0.08
n-butyrate de géranyle 1562 - 0.07
Acétate d’isoeugénole 1563 - 0.07
Oxide de caryophylléne 1581 0.3 0.12
Total 88.6 97.89

IK : Indice de Kovats, * : Constituants identifiés par CPG-MS, ** : Pourcentages des composés fournis par

CPG-MS.

3. Rendements en extraits bruts

Pour I'obtention des différents extraits méthanoliques de la partie aérienne (feuilles + tiges)

des deux plantes étudiées, les extractions par macération et ultrason ont été réalisées. Les

rendements en extraits bruts obtenus sont illustrés dans le tableau 18.

Les rendements enregistrés avec les extraits bruts obtenus par macération varient entre un

minimum de 7.11+2.06%, épuisé de la poudre végétale de T. vulgaris et un maximum de

16.33+2.00 %, fourni par M. communis. Pour I’extraction par ultrason, le M. communis a

donné un rendement de 14.33+1.11%, contre seulement un taux de 6.51+1.28 % pour le T.

vulgaris.
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Tableau 18 : Rendements en extraits méthanoliques de T. vulgaris et M. communis

Plantes Quantité Méthode Extraits Solvant Rendement
utilisée (g) | d’extraction (%)

Thymus vulgaris Maceration Tm 7.11+£2.06%
40 Méthanol

Ultrason Tss 6.51+1.28°

Myrtus communis Macération Mm 16.33+2.00°
40 Méthanol

Ultrason M3s 14.33+1.11°

Les moyennes de la méme colonne qui ne partagent pas la méme lettre sont significativement différentes

Le rendement de ’extraction varie en fonction de I’espéce végétale, I’organe utilisé, les
conditions d’extraction, le contenu de chaque espéce en métabolites et de la nature du solvant
utilisé.

D’apres les résultats illustrés dans le tableau 18 et du point de vue rentabilité en poids, une
différence non significative (P > 0.05) entre les rendements obtenus par macération et ceux
récupérés par sonication a été notée. Cela peut s’expliquer par le fait que la durée et la
température auxquelles a été menée ’extraction (45 min, 30°C) ne sont pas des conditions
optimales. En effet, une étude a montré que I’extraction par ultrason a 75°C et durant 180 min
a donné un rendement élevé (7.5%) par rapport a la macération (2.5%) (Jacques et al. 2007).
En outre, plusieurs études ont montré que 1’extraction par sonication reste la méthode la plus
économique du point de vue matériel, temps et quantité de solvant utilisée en comparaison

avec d’autres techniques d’extraction classiques (Jacques et al. 2007, Romanik et al. 2007).

4. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits bruts, préparés a partir de la
partie aérienne broyée de Thymus vulgaris et Myrtus communis, en utilisant des solvants de
polarités différentes et des réactifs spécifiques pour la révélation. Le screening phytochimique
a permis de mettre en évidence la présence ou I’absence d’une famille de metabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux des plantes étudiées. La détection de ces familles
chimiques a été basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de

précipitation et de turbidité ou par changement de couleur specifique.
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Les résultats de ce criblage phytochimique illustrés dans le tableau 19, montrent la présence
des polyphénols, des flavonoides, des tanins et des quinones dans tous les extraits étudiés.
Cependant, on note 1’absence des alcaloides. En revanche des leucoanthocyanes ont été
révélés uniquement dans 1’extrait de M. communis (Mss) obtenu par ultrason. Les résultats
indiquent également que les tanins galliques ont été identifiés uniqguement dans les extraits de
M. communis alors que les tanins catéchiques ont été révelés dans tous les extraits sauf celui

de T. vulgaris (Tn) obtenu par macération.

La mise en évidence des polyphénols dans nos extraits préparés a été confirmée par le
développement d’une coloration verte ou bleu-noirdtre (Tableau 19). Concernant les
flavonoides (flavonols, flavanonols et flavones), leur existence dans les extraits de Myrte a été
confirmée par 1’apparition d’une couleur rouge intense en contact avec du magnésium et dans
les extraits de Thym par le développement d’une coloration rose orangée (flavones). Pour les
tanins, leur présence a été confirmée par un test positif avec la solution de chlorure ferrique
donnant lieu a une coloration bleu noiratre pour les extraits de Myrte et une coloration
verdatre pour ceux du Thym. Le test positif des quinones révélé par I’apparition d’une
coloration jaune (M. communis (Mss et My,)) ou rouge (T. vulgaris (Tss et Tr)), justifie leur

présence dans chacun des extraits de plantes étudiées.

Les travaux antérieurs de Hayder et al. (2004) sur les tests phytochimiques de Myrtus
communis L. ont montré la présence des flavonoides et des tanins. Ces résultats sont en accord
avec nos travaux, et qui corroborent aussi ceux rapportés dans d’autres études ayant montre la
présence des polyphénols, des flavonoides et des tanins dans les extraits méthanoliques de
Thymus vulgaris (Yakhlef et al. 2011, Hossain et al. 2013).
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Tableau 19 : Analyse phytochimique de différents extraits de M. communis et T. vulgaris

Groupes chimiques Extraits Mise en évidence des
groupes chimiques
recherchés
Polyphénols Tss + (Coloration verte)
Tm + (Coloration verte)
M3s + (Coloration bleu-noiratre)
Mm + (Coloration bleu-noiratre)
Flavonoides Tss + (Coloration rose orangee
(flavones))
Tm + (Coloration rose orangee
(flavones))
M3s + (Coloration rouge
(flavonols, flavanonols)
Mm + (Coloration rose orangee
(flavones))
Leucoanthocyanes Tss -
Tm -
M3s + (Coloration rouge cerise)
Mm -
Tanins T35 + (Coloration verdatre)
Tm + (Coloration verdatre)
M3s + (Coloration bleu noiratre)
Mn + (Coloration bleu noiratre)
Tanins catéchiques Tss + (Précipité rouge)
Tm -
M3s + (Précipité rouge)
Mm + (Précipité rouge)
Tanins galliques Tas -
Tm -
M3s + (Coloration bleu noiratre)
Mm + (Coloration bleu noiratre)
Alcaloides Tss -
Tm -
M3s -
Mm -
Quinones T3s + (Coloration rouge)
Tm + (Coloration rouge)
M3s + (Coloration jaune)
Mn + (Coloration jaune)

Tss et Ty, @ extraits de T. vulgaris par ultrason et macération respectivement, Mss et My, : extraits de M.

communis par ultrason et macération respectivement, + : réaction positive, - : réaction négative.
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5. Teneurs des extrais en composés phénoliques

Afin de déterminer les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides, I’étude quantitative
des extraits au moyen des dosages spectrophotométriques a éte realisée.

La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des
activités biologiques leur sont attribuées.

Les teneurs phénoliques totaux et flavonoides des extraits bruts ont été déterminées en
exploitant les courbes d’étalonnage établies (r’=0.9) avec I’acide gallique comme référence
pour les polyphénols et avec la quercitine pour les flavonoides (Annexe 3). Les données sont
exprimées en milligramme équivalent d’acide gallique ou quercitine par gramme d’extrait
(mg EAG/g) (mg EQ/g).

D’apres les résultats illustrés dans le tableau 20, on remarque que les teneurs en polyphénols
enregistrées, allant de 161.4+9.89 mg EAG/g pour I’extrait M, de M. communis obtenu par
macération a 201.4+9.80 mg EAG/g pour I’extrait M3s de la méme plante obtenu par ultrason.
Des concentrations de 171.4+ 6.84 a 191.4+8.48 mg EAG/g sont obtenues pour les extraits de
T. vulgaris (T et Tss respectivement). Concernant les flavonoides, les extraits bruts de T.
vulgaris ont donné des teneurs comprises entre 60.82+2.26 et 94.94+ 0.67 mg EQ/g. Ces

teneurs sont relativement similaires a celles enregistrées par les extraits de M. communis.

Tableau 20 : Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits de T. vulgaris et M.

commnuis
Plantes Extraits Polyphénols totaux Flavonoides
(mg EAG/g d'extrait) (mg EQ /g d'extrait)
Thymys vulgaris | Tas 191.4+ 1.97° 94.94 +0.67°
Tm 171.4+ 4.80° 60.82+ 2.26°
Myrtus communis | Mgss 201.4+0.84° 88. 00+ 3.82°
M 161.4+3.67° 64.07 + 1.49"

Les moyennes de la méme colonne qui ne partagent pas la méme lettre sont significativement différentes.

Aidi Wannes et al. (2010) ont montré que la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides
des extraits méthanoliques de Myrtus communis var. italica (feuilles+tiges) sont de 1’ordre de
44.78 mg EAG/g et 8.17 mg EQ/g. Un autre travail a été réalisé par Touaibia et Zohra (2014)
qui ont trouvé une valeur de 48.7 mg GAE/g et de 12.52 mg EQ/g dans les extraits de Myrte

d’Algérie. Ces teneurs se montrent inférieurs a nos résultats, par contre la teneur en
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polyphénols totaux de la partie aérienne du myrte de la Gréce est nettement supérieure a celle
de notre plante, elle est de I’ordre de 373 mg GAE/g (Gardeli et al. 2008). D’autres auteurs
ont rapporté les teneures importante en composés phénoliques pour les extraits de T. vulgaris.
Par exemple, Yakhlef et al. (2011) ont montré que I’extrait méthanolique de Thym d’Algérie a
enregistré une concentration de 165.45 = 32.14 mg EAG/g en polyphénols. En outre, le thym
d’Oman a fourni des teneurs en polyphénols et en flavonoides de I’ordre de 49.43 mg EAG/g
et 1.71 mg EQ/g respectivement, et qui sont faibles par rapport a celles données par le Thym
d’ANPAM.

L’analyse de nos résultats a également montré que les extraits méhtanoliques obtenus par
ultrason ont fourni des concentrations en composés phénoliques (polyphenols (P < 0.01) et
flavonoides (P < 0.001) relativement élevées par rapport a celles données par macération.
Cela peut étre s’expliquer par le faite que 1’ultrason permet d’extraire le maximum de contenu
cellulaire par le phénomene de cavitation acoustique qui facilite et accélere la pénétration du
solvant dans la matiere végétale (Besombes 2008). Ainsi, les polyphénols contenus dans les
tissus superficiels de la cellule, au niveau du suc vacuolaire et ceux qui sont localisés dans les
chloroplastes et les membranes ont été extraites. Nos résultats sont en accord avec d'autres
¢tudes qui ont porté sur I’extraction des composés phénoliques et qui ont montré que
I’ultrason permet d’extraire des composes phénoliques en quantités élevées par rapport a
d’autres méthodes classiques d’extraction tels que la macération et le Soxhlet (Kuli et al.
2006, Liazid et al. 2010, Da Porto et al. 2013). Cependant, il est important de souligner que
I’utilisation de plantes d’origine géographique et climatique distinctes ainsi que des méthodes
d’extraction et de dosage différentes réduisent la fiabilité d’une comparaison entre les études.
6. Rendements et teneurs en polyphénols totaux des fractions préparées

Le fractionnement des extraits méthanoliques de M. communis et T. vulgaris, obtenus par
ultrason, a été réalisé. Les solvants organiques permettant une premiére sélection, séparation
des métabolites et une réduction de la charge en matiére organique végétale contenu dans les
extraits bruts ont été utilisés. Chaque fraction va comprendre un ou plusieurs types de
molécules, qui sont soit solubles dans I’hexane-acétate d’éthyle, on parle de la fraction
hexane-acétate d’éthyle (FHA), soit solubles dans ’acétate d’éthyle pour donner la fraction
(FA). Les métabolites, qui ne sont entrainés ni par 1’un ni par I’autre restent solubles dans le
méthanol et constituent la fraction méthnolique (FM).

Quantitativement et d’apres les résultats du tableau 21, une grande partie des constituants des
extraits bruts restent dans la fraction méthanolique. Ces teneurs sont déterminées en mg/g

extrait brut (EB) et fluctuent entre 375.35mg/g (M. communis) et 574.87 mg/g (T. vulgaris).
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En revanche, les rendements des fractions hexane-acétate d’éthyle varient de 74.2 mg/g (M.
communis) & 197.2 mg/g (T. vulgaris), alors que ceux enregistrés avec 1’acétate d’éthyle vont
de 7.10; un minimum enregistré avec 1’extrait de M. communis, jusqu’a 38.67 mg/g; un

maximum enregistré avec celui de T. vulgaris.

Tableau 21 : Rendements des fractions préparées (en mg/g) et leurs teneurs en polyphénols
totaux (mg EAG/Q)

Plantes Extraits Fractions Rendements Polyphénols totaux
(mg/gEB) (mg EAG/g de
fraction)

M. communis | Mss FM 375.35 170.23 + 20.62"
FA 7.10 24.46 + 2.43°
FHA 74.2 33.12 +4.67°

T. vulgaris Tss FM 574.87 170.62 + 11.77°
FA 38.67 142.96 + 8.97°

FHA 197.2 135.46+ 21.00°

Les moyennes de la méme colonne qui ne partagent pas la méme lettre sont significativement différentes.

Les résultats de dosage des polyphénols totaux dans les fractions préparées ont montré
clairement que pour les fractions de M. communis, la teneur la plus élevée en composés
phénoliques a été donnée par la fraction récupérée par le méthanol avec une valeur de 170.23
+ 20.62 mg EAG/g (P < 0.05). Alors que la fraction acétate d’éthyle a enregistrée une
concentration relativement semblable a celle fournie par la fraction hexane-acétate d’éthyle (P
> 0.05). Concernant les fractions de T. vulgaris, les fractions FHA et FA ont donné des
concentrations de ’ordre de 142.96 + 8.97 et 135.46 + 21.00 relativement proches de celle
donnée par la fraction méthanoliqgue FM (P > 0.05). En outre, les fractions FA et FHA de T.
vulgaris ont enregistrées les concentrations en polyphenols totaux plus élevees par rapport a
celles données par les mémes fractions de M. communis (P > 0.05).

I1l. POUVOIR ANTIMICROBIEN DES EXTRAITS DES PLANTES ETUDIEES
CONTRE LES AGENTS DESTRUCTEURS DU BOIS

Dans le but d’évaluer I’effet antimicrobien des extraits et des huiles essentielles de Thymus
vulgaris et Myrtus communis, contre les bacteries et les champignons responsables de la
biodégradation du bois, les méthodes de diffusion sur disque, diffusion sur des puits d’agar et

de microdilution en milieu liquide ont été utilisées. L'activité antibactérienne et antifongique
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de ces extraits a eté calculée en moyenne de trois répétitions, pour chaque extrait, chaque
huile essentielle et pour chaque microorganisme.
1. Activité antibactérienne et antifongique des extraits bruts
1.1. Méthodes de diffusion sur disque
Les diametres des zones d’inhibition (mesurés en mm) obtenus par la moyenne de trois
répétitions sont illustrés dans le tableau 22. Cette mesure nous a permis de noter les
différentes efficacités entre les différents extraits testés sur la croissance de [’espece
bactérienne ou fongique.

Tableau 22 : Activité antibactérienne et antifongique des extraits de T. vulgaris et de M.

communis Vvis-a-vis des microorganismes étudiés

Extraits/microorganismes | Diameétre des zones d’inhibition des extraits méthanoliques
des deux plantes (mm)
Myrtus communis Thymus vulgaris

Ultrason Macération Ultrason Macération
Bacillus safensis 16.33+0.57*** | 13.33+£1.15*** | 8.00+0.00* 6.00+0.00
Bacillus subtilis 15.00+1.00*** | 12.00+£0.00*** | 8.33+0.57** | 6.00£0.00
Bacillus lichenoformis 18.00+0.00*** | 14.33+0.57*** | 9.00+0.00*** | 6.00£0.00
Penicillium commune (d””) | 8.00+0.00* 6.00£0.00 8.00+0.00* 6.00+0.00
Penicillium commune (d10) | 8.66+£0.57** 6.00£0.00 8.00+0.00* 6.00£0.00
Thielavia hyalocarpa (b3) 8.00+0.00* 6.00+0.00 8.00+0.00* 6.00+0.00

Les étoiles (*) représentent les significations statistiques obtenues aprés 1’analyse de la variance avec le test

Dunnett par rapport au témoin.

D’apres ces résultats, les extraits de M. communis se sont montrés plus actifs sur les bactéries
du bois que ceux de T. vulgaris. En effet, les zones d’inhibitions (ZI) données par M.
communis (12.00-18.00 mm) sont importantes et significativement plus élevées (P < 0.001)
par rapport a celles obtenues par le T. vulgaris. Les extraits de M. communis et de T. vulgaris
obtenus par ultrason ont exercé un effet inhibiteur important vis-a-vis des bactéries et
significativement plus élevé que celui des extraits récupérés par macération. Concernant

I’activité antifongique, les extraits de deux plantes étudiées se sont trouvés non efficaces sur
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les champignons de pourriture du bois. Cependant, les extraits obtenus par ultrason ont donné

une activité inhibitrice sgnificativement considerable.

L’effet inhibiteur important démontré par les extraits de M. communis contre B. subtilis, B.
safensis et B. lichenoformis serait en relation avec leur richesse en composés phénoliques et
particulierement les flavonoides (flavones, flavonols et flavononols) et les tanins (Tableau
19,20) réputées avoir une tres grande action antimicrobienne (Shan et al. 2007, Aleksic et
Knezevic 2014). Ces résultats concordent avec plusieurs travaux qui ont signalé les propriétés
antimicrobiennes des extraits de myrte contre des bactéries pathogenes. Par exemple,
Amensour et al. (2010) ont démontré une forte activité antibactérienne des extraits (méthanol,
¢thanol et acétate d’éthyle) des feuilles et des fruits de M. communis vis-a-vis des bactéries
pathogénes d’origine alimentaire (Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes et Pseudomonas
aeruginosa). Cependant, aucun des extraits n’¢était actif contre Escherichia coli K12. Taheri et
al. (2013) ont également démontré 1’effet antibactérien important du myrte sur certaines
bactéries pathogenes, en particulier Staphylococcus aureus et Vibrio chloreae.

L’effet faible antimicrobien donné par les extraits de T. vulgaris est également en accord avec
I’étude de Yakhlef et al. (2011) qui ont montré qu’aucune activité antifongique n’a été
observée avec les extraits polaires (méthanolique et aqueux) de T. vulgaris vis-a-vis de
Candida albicans. En outre, les travaux d’El Bergadi (2014a), ont montré 1’absence de
I’activité antifongique des extraits aqueux de la méme plante contre cinq champignons du
bois. Cependant, les extraits éthanoliques ont pu inhiber la croissance de ces champignons a
des niveaux variables.

Dans la littérature scientifique, il est connu que ’effet antimicrobien des extraits de plantes est
dd aux différents agents chimiques présents dans ces extraits (Aleksic et Knezevic 2014,
Mishra et al. 2015). De ce fait, les variations observées dans ’activité antimicrobienne des
extraits d’une méme plante ou de plantes différentes peuvent étre expliquées par la variation
de leur composition chimique et la nature des substances naturelles a caractere antimicrobien
qui les caractérisent. En outre, I’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un
constituant actif principal, mais a 1’action combinée (synergie) de différents composés a
I’origine de cet extrait. Pour cela, la comparaison cas par cas de I’activité antimicrobienne de
plusieurs extraits, en se basant sur le dosage des polypéhnols totaux et des flavonoides reste
plus au moins difficile.

Pour I’ensemble des extraits, les extraits de M. communis ayant montré une forte activité

antibactérienne et plus intéressante que leur activité antifongique, ont été sélectionnés pour
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déterminer leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) et leurs concentrations

minimales bactéricides (CMB) contre les bactéries étudiées

1.2. Concentrations minimales inbitrices et bactéricides des extraits de M. communis
La détermination des parameétres de CMI et de CMB des deux extraits de M. communis
obtenus par ultrason (Mss) et macération (My,) a été effectuée grace a la méthode de
microdilution en milieu liquide de Mueller Hinton (MH) contre les trois bactéries étudiées.
Le tableau 23 illustre les résultats obtenus.

Tableau 23 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales

bactéricides (CMB) des extraits méthanoliques de Myrtus communis vis-a-vis des bactéries

étudiées
Concentrations CMI CMB
mg/ml
M. communis
B. safensis | B. subtilis B. B. safensis B. subtilis B.
licheniformis licheniformis
Mss | Mm | Mss | Mm | Mss | Mm | Msgs | Mm | M3gs | Mm | Mss | Mn
10 - - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - -
2.5 - - - - - - - - - + - +
1.25 - - - - - - + + + + + +
0.625 - - - - - - + + + + + +
0.3125 - - - - - + + + + + + *
0.1562 - + + + + + + * * * * *
0.0781 + + + + + + * * * * * *
0.0390 + + + + + + * * * * * *
0.0195 + + + + + + * * * * * *
0.0097 + + + + + + * * * * * *
Témoin + + + + + + + + + + + +

+: Présence de la croissance; -: Absence de croissance; *: Non déterminé; Témoin positif: suspensions

bactériennes et bouillon de Mueller-Hinton.
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D’apres les résultats consignes dans le Tableau 23, on constate que tous les extraits testés ont
montré un effet antibactérien tres intéressant. En effet, les extraits Mss et My, ont exercé des
effets similaires sur B. subtilis et B. lichenoformis avec une valeur de CMI de 0.3125 mg/ml.

Par ailleurs, I’extrait de M. communis (Mss) a enregistré la CMI la plus faible sur B. safensis

avec une valeur de 0.1562 mg/ml.

Les concentrations minimales bactéricides (CMB) des deux extraits ont été en général
nettement plus élevées que les valeurs de CMI correspondantes. L’extrait Mss a donné la
valeur de CMB la plus intéressante avec 2.5 mg/ml, qui représente 8 a 16 fois la valeur de
CMI contre B. subtlis, B. licheniformis et B. safensis. Alors que dans le cas de I’extrait My, la
CMB a €té trouvée supérieur 16 fois de la CMI contre B. subtilis et 8 fois pour les deux autres
bactéries.

Le rapport CMB/CMI permet de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide des agents
antimicrobiens. En fait, lorsque ce rapport est inférieur ou égal a 4 on parle de I’effet
bactéricide et on parlera de 1’action bactériostatique quand le rapport CMB/CMI est supérieur
a 4. Ainsi, d’apres les résultats obtenus (Tableau 23), les extraits de M. communis ont un effet
bactériostatique contre les bactéries étudiées.

En somme, les extraits méthanoliques de M. communis ont donné des effets antibactériens
importants contre les bactéries testées que ce soit par la méthode de diffusion sur disque ou
par la méthode de microdilution. Ces résultats corroborent ceux de plusieurs travaux de
recherche qui ont également mis en évidence I’activité antibactérienne, de différents extraits
de cette plante, sur une grande diversité de bactéries de sources différentes. Cependant, leur

activité antifongique est rarement rapportée (Aleksic et Knezevic 2014, Eslami et al. 2016).

2 Activité antibactérienne et antifongiques des huiles essentielles

2.1. Méthode de diffusion sur disque

Les résultats de ’effet antibactérien et antifongique des huiles essentielles de T. vulgaris et M.
communis, illustrés sous formes des diamétres des zones d’inhibitions (mm) obtenus par la

moyenne de trois répétitions sont présentés dans le tableau 24.
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Tableau 24 : Activité antibactérienne et antifongique des huiles essentielles de T. vulgaris et

de M. communis vis-a-vis des microorganismes étudiés

Plantes/ microorganismes Diameétre des zones d’inhibition des huiles essentielles
des deux plantes (mm)
M. communis T. vulgaris
B. safensis 14.00+0.00*** 19.00£1.00***
B. subtilis 22.33+0.57*** 26.66+1.15%**
B. lichenoformis 20.66+1.15%** 28.00+0.00***
P. commune (d”*) 22.00£0.00*** 28.33+£1.52*%**
P. commune (d10) 19.33+0.57*** 38.66+1.15***
Thielavia hyalocarpa (b3) 18.33£0.57*** 32.00+2.00***

Les étoiles (*) représentent les significations statistiques obtenues aprés 1’analyse de la variance avec le test

Dunnett par rapport au témoin.

Il ressort de ces résultats que toutes les huiles essentielles testées témoignent d’une activité
inhibitrice contre les trois souches bactériennes étudiées

L’HE de T. vulgaris a exercé un effet antibactérien significativement plus élevé (P < 0.001)
que celui de M. communis avec des diamétres des zones d’inhibition allant de 19 a 28 mm et
de 14 a 22 mm respectivement. Pour I’HE de T. vulgaris, la plus grande surface d’inhibition a
été observée dans le cas de B. lichenoformis avec un diameétre de 1’ordre de 28 mm. Alors que
I’HE de M. communis a montré le meilleur effet contre B. subtilis.

L'activité antibactérienne des huiles essentielles de ces plantes a été démontrée dans de
nombreuses études. En effet, le pouvoir antibactérien important de I’huile essentielle de T.
vulgaris contre Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Escherichia coli a été rapporté par
Cheurfa et al. (2013). Des résultats similaires ont été trouvés dans d’autres travaux qui ont
évalué D’activité antibactérienne de thym vis-a-vis d’une grande variété de microorganismes
dont les bactéries du genre Bacillus (Cetin et al. 2011, Boskovic et al. 2015).

Par ailleurs, les résultats obtenus avec 1’huile essentielle de M. communis qui sont
considérables sont comparables avec ceux de Ghnaya et al. (2013) et d’Akin et al. (2010) qui
ont rapporté que cette huile essentielle est pourvue d’une activité inhibitrice considérable
envers B. subtilis et d’autres bactéries a Gram négative.

Les résultats de ’activité antifongique représenteés dans le tableau 24 montrent que les huiles
essentielles des deux plantes étudiées sont pourvues d’un effet antifongique contre les souches

fongiques du bois étudiées.
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L’HE de T. vulgaris a montré une activité inhibitrice significativement importante (P < 0.001)
vis-a-vis de tous les champignons utilisés dans ce biotest par rapport a celle de M. communis.
Ainsi, P. commune (d0) et T. hyalocarpa se sont montré les plus sensibles a I’'HE de T.
vulgaris avec les valeurs des diameétres des zones d’inhibition de 38.66+1.15 et 32.00+2.00
mm, contre les diameétres générés par M. cummunis de I’ordre de 19.33+0.57 et 18.33+0.57
mm respectivement.

Dans le cas d’HE de M. communis, P. commune (d10) et T. hyalocarpa ont manifesté le méme
degré de résistance, tandis que P. commune (d”) était le plus sensible des souches fongiques
étudiées avec un diamétre de zone d’inhibition de 22.00+£0.00 mm.

Le pouvoir antifongique important prouvé par I’HE de T. vulgaris dans cette étude confirme
celui de plusieurs autres travaux qui ont déja souligné 1’efficacité antifongique de cette huile
essentielle sur les champignons pathogenes (Moghtader 2012, EI Bergadi 2014a). De méme,
I’activité antifongique remarquable et prometteuse de I’HE de M. communis a été également
démontrée sur plusieurs espéces : Aspergillus niger et Penicillium sp. (Touaibia 2015),
Candida albicans et autres especes (Cannas et al. 2013).

2. 2. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des huiles essentielles

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration
minimale bactéricide (CMB) des huiles essentielles de T. vulgaris et de M. communis a été
effectuée grace a la méthode de microdilution en milieu liquide de Mueller Hinton (MH)
contre les bactéries étudiées. Les résultats de cette étude sont résumés dans les tableaux 25 et
26.
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Tableau 25 : Concentrations minimales d’inhibition (CMI) des huiles essentielles de T.

vulgaris et M. communis vis-a-vis des bactéries étudiées

Concentrations CMI
% (vIV) B. safensis B. subtilis B. licheniformis
T. vulgaris | M. T. vulgaris | M. T. vulgaris | M.
communis communis communis

2 * - * _ * -
2 * - * - * -
1 - - - - - +
0.5 - + - + - +
0.25 - + - + - +
0.125 - + - + - +
0.0625 - + - + + +
0.03125 + + - + + +
0.01562 + + + + + +
0.00781 + + + + + +
0.00390 + + + + + +
0.00195 + * + * + *
0.000975 + * + * + *
Témoin + + + + + +

+: Présence de la croissance; -: Absence de croissance; *: Non déterminé; Témoin positif; suspensions

bactériennes et bouillon de Mueller-Hinton additionné d’agar (0.15% p/v).

En analysant les résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de T. vulgaris et

de M. communis (Tableau 25), nous constatons que ces deux huiles sont dotées d’une activité

antibactérienne importante et ont inhibé les trois souches testées, mais a des CMI différentes

(Tableau 26). En effet, les valeurs de CMI de I’huile essentielle de M. communis varient de 2 &
1% (v/v) et celles de I’huile essentielle de T. vulgaris sont de I’ordre de 0.125 a 0.03125%

(v/v) contre les souches étudiées. Ainsi, I'huile essentielle de T. vulgaris a montré le meilleur

effet inhibiteur avec des valeurs de CMI qui sont inferieures 8, 16 et 32 fois a celles

enregistrées par I’huile essentielle de M. communis contre B. licheniformis, B. safensis et B.

subtilis respectivement. En outre, les valeurs des CMI ont démontré que la bactérie B.
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licheniformis a manifesté une certaine résistance vis-a-vis des deux huiles essentielles par
rapport aux deux autres souches.

Les résultats de la détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) (Tableau
26) montrent que les deux huiles essentielles testées possédent une activité bactéricide contre
les bactéries étudiées. En effet, les valeurs de CMB données par M. communis et T. vulgaris
sont semblables a leurs CMI contre B. licheniformis, B. safensis et B. subtilis. Ces résultats
sont en accord avec ceux de Cheurfa et al. (2013) qui ont rapporté qu’une concentration de
I’huile essentielle de T. vulgaris de 0.03% (v/v) était suffisante pour inhiber la croissance de
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus. Kazemi et al. (2012) et Pesavento et al. (2015) ont
montré également le pouvoir antibactérien intéressant de I’HE de T. vulgaris contre plusieurs
bactéries pathogénes a Gram positif et négatif. De méme, nos résultats de 1’effet antibactérien
de ’'HE de M. communis consistent avec ceux démontrés dans d’autres études (Aleksic et
Knezevic 2014, Belmimoun et al. 2016).

Tableau 26 : Concentrations minimales bactéricides (CMB) des huiles essentielles de T.

vulgaris et M. communis vis-a-vis des bactéries étudiées

Concentrations
% (V/IV)

CMB

B. safensis

B. subtilis

B. licheniformis

T. vulgaris

M.

communis

T. vulgaris

M.

communis

T. vulgaris

M.

communis

4

2

1

0.5

0.25

0.125

0.0625

0.03125

0.01562

0.00781

*

*

*

*

*

*

Témoin

+

+

+

+

+

+

+: Présence de la croissance; -: Absence de croissance; *: Non déterminé; Témoin positif: suspensions

bactériennes et bouillon de Mueller-Hinton additionné d’agar (0.15% p/v).
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Compte tenu de la grande variété de composés chimiques presents dans les huiles essentielles,
il est probable que leur activité antimicrobienne n’est pas attribuable & un mécanisme d'action
specifique, mais a l'action combinée de plusieurs d'entre eux sur différentes parties de la
cellule microbienne. Plusieurs chercheurs ont mentionné que l'activité antimicrobienne de
I’HE dépend principalement de ces trois caractéristiques: le caractére hydrophile ou
hydrophobe, ses composants chimiques et le type de microorganisme en question (Reyes-
Jurado et al. 2015). En plus, plusieurs auteurs ont rapporté que la richesse en dérivés
phenoliques confére aux huiles essentielles une forte activité antimicrobienne (Cheurfa et al.
2013, Aleksic et Knezevic 2014). Ainsi, I’activité antibactérienne importante démontrée par
les huiles essentielles de T. vulgaris et M. communis dans cette étude pourrait étre attribuée a
leurs compositions chimiques (riches en hydrocarbures oxygénés et monoterpénes) et
principalement a leurs composés majeurs thymol, y—terpinéne, p-cymene, linalool et carvacrol
dans le cas du T. vulgaris et 1.8-cinéol, a-pinene, limonene et acétate de myrtenyl pour I’'HE
de M. communis (Tableau 15). En effet, Dorman et Deans (2000) ont évalué I’effet de grand
nombre de constituants purs des huiles essentielles contre 25 bactéries et ils ont démontré que
le thymol est le composé qui posséde le plus large spectre d’activité antibactérienne, suivi du
carvacrol et de I’a-terpinéol. Ces mémes auteurs ont également montreé le rdle fondamental du
groupement hydroxyle dans I’action des phénols et que sa position relative sur le noyau
benzénique influence peu le degré d’activité. Ainsi, le thymol et le carvacrol, qui ne différent
que par la position ortho/méta du substituant hydroxyle ont présenté une différence de
I’efficacité antimicrobienne. D’autres auteurs ont également rapporté que les composes
chimiques qui ont une grande efficacité et de large spectre d’action antibactérienne sont des
phénols (thymol, carvacrol), des alcools (a-terpinene et linalol), des aldéhydes, des cétones et
plus rarement des terpenes (Cheurfa et al. 2013, Saad et al. 2013). Ces constatations sont en
accord avec nos résultats donnés par I’HE de T. vulgaris qui est dominée par le thymol et qui
a montré un effet antibactérien important par rapport a celui de M. communis vis-a-vis des

trois souches du genre Bacillus.

Les faibles propriétés antibactériennes des composées tels que I'a-pinéne, le limonéne, le y-
terpinene et le p-cymeéne ont déja été rapportés dans les travaux de Dorman et Deans (2000).
Ainsi, I’effet antibactérien considérable de I’'HE de M. communis obtenu dans cette étude
pourrait étre di a sa forte teneur en a-pinene et limonene (Tableau 14). En outre, Carson et
Riley (1995) ont demontré que le 1.8 cineole (composé majeure de I'huile essentielle de myrte

étudiée) a montré une activité antimicrobienne modérée par rapport a linalol et a-terpinéol
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contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans. Cependant, il est trouve
plus efficace en comparaison avec le p-cyméne, le y-terpinéne, et 1’a-terpinéne.

Différents modes d'action sont impliqués dans I'activité antimicrobienne des huiles
essentielles et des extraits de plantes. Du fait de la variabilité de composition et de profils
chimiques de I'huile essentielle et de I'extrait, il est probable que leur activité antimicrobienne
ne pourrait pas étre due a un seul mécanisme. En effet, Il est considéré que ces composés ont
plusieurs sites d'action au niveau de la cellule microbienne. Généralement, six mécanismes
d’action sont possibles et sont rapportés dans la littérature scientifique : la désintégration de la
membrane cytoplasmique, l'interaction avec les protéines membranaires (GTPases et autres),
la perturbation de la membrane externe des bactéries a Gram négatif avec la sortie des
lipopolysaccharides, la déstabilisation de la force motrice des protons, la coagulation du
contenu cellulaire et I'inhibition de la synthése d’enzymes (Bakkali et al. 2008, Amensour et
al. 2010, Aleksic et Knezevic 2014).

2.3. Concentrations minimales inhibitrices et fongicides des huiles essentielles

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales fongicides
(CMF) des huiles essentielles de T. vulgaris et de M. communis contre les champignons
étudiés sont résumees dans les tableaux 27 et 28 ci-dessous.

Les résultats du pouvoir antifongique des huiles essentielles testées (Tableau 27) montrent que
les CMI de T. vulgaris sont 8 fois faibles que ceux de M. communis. En effet, la concentration
de 0.125% (v/v) d’HE de cette plante était suffisante pour inhiber la croissance de P.
commune (d10), P. commune (d”’) et T. hyalocarpa, alors qu’ils ont manifesté une certaine
résistance a cette concentration de I’HE de M. communis et une sensibilité & une concentration
minimale de 1% (v/v).

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau 28, on constate bien que les CMF sont plus
élevées que les CMI correspondantes. En fait, les CMF (1% (v/v)) données par I’'HE de T.
vulgaris représentent 8 fois la valeure de CMI vis-a-vis de I’ensemble des especes fongiques.
En plus, la concentration minimale fongicide de 'HE de M. communis a été trouvée
supérieure a la premiére concentration testée (4% (v/v)). Ainsi, ces huiles essentielles ont un

effet fongistatique contre les champignons étudiés.
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Tableau 27 : Concentrations minimales d’inhibition (CMI) des huiles essentielles de T.

vulgaris et M. communis vis-a-vis des champignons étudiés

Concentrations CMI
% (V/v) P. commune (d”) P. commune (d10) T. hyalocarpa
T. vulgaris M. T. vulgaris | M. communis | T. vulgaris M.
communis communis

4 * _ * - * -
2 * - * - * -
1 - - - - - -
0.5 - + - + - +
0.25 - + - + - +
0.125 - + - + - +
0.0625 + + + + + +
0.03125 + + + + + +
0.01562 + + + + + +
0.00781 + + + + + +
0.00390 + + + + + +
0.00195 + * + * + *
0.000975 + * + * + *
Témoin + + + + + +

+: Présence de la croissance ; -: Absence de croissance ; *: Non déterminé ; Témoin positif : suspensions

bactériennes et bouillon d’extrait de Malt additionné d’agar (0.15% p/v).

Les résultats obtenus dans cette étude permettent de conclure que les huiles essentielles
testées ont une activité antifongique intéressante sur les champignons responsables de la
biodégradation du bois de cédre. Ces constatations sont similaires & ceux rapportés dans les
investigations de plusieurs auteurs. Ainsi, Ismaili et al. (2014) ont démontré que I’HE de T.
vulgaris a inhibé significativement, a une concentration de 0.1%, la croissance de différents
dermatophytes. Moghtader (2012) a confirmé la forte activité antifongique de I’HE de la
méme plante a des dilutions de 1, 0.5 et 0.25% (v/v) contre Aspergillus niger. Il a également
constaté qu’elle était supérieure a celle donnée par les antibiotiques tels que le sulfate de
Streptomycine (72%) et le Gentamicine (8 mg/ml). Les travaux de De Lira Mota et al. (2012)
ont également rapporté que I’HE de cette plante et son constituant majeur le thymol ont

significativement inhibé le développement du mycélium et la germination des spores de
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Rhizopus oryzae responsables de la mucormycose. De méme, L’effet inhibiteur remarquable
prouvé par I’'HE de M. communis contre les champignons du bois concorde avec celui exercé
vis-a-vis d’Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Fusarium
oxysporum, Rhizopus nigricans et Alternaria alternate dans les travaux de Ben Hsouna et al.
(2014). Cependant, peu sont les études qui ont rapporté le pouvoir antifongique des huiles
essentielles ou leurs composés sur les champignons cellullolytiques responsables de la
destruction du bois. En effet, Hussain et al. (2013) ont démontré la capacité de I’'HE du clou
de girofle (Syzygium aromaticum) et d'ail (Allium sativum) a inhiber la croissance des
champignons du bois comme Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium sp., Trichoderma sp., et
Trichoderma viride. El Ajjouri et al. (2008) ont également prouvé une grande sensibilité des
champignons de pourritures du bois d’ceuvre a I’HE de deux autre espéces de Thym (Thymus
bleicherianus et Thymus capitatus). Des travaux de Zyani et al. (2011) et El Bergadi (2014a)
ont également confirmé 1’activité antifongique de différentes huiles essentielles dont celle du
T. vulgaris, ils ont trouvé que I’'HE de cette plante inhibe la croissance de diverses espéces
fongiques (Penicillium expansum, P. chrysogenum, P. italicum, A. niger) isolées du bois de
cédre de I’ancienne Médina de F¢s.
Tableau 28 : Concentrations minimales fongicides (CMF) des huiles essentielles de T.

vulgaris et M. communis vis-a-vis des champignons étudiés

Concentrations CMF

% (VIv) P. commune (d”) P. commune (d10) T. hyalocarpa
T. vulgaris M. T. vulgaris M. T. vulgaris M.

communis communis communis
4 * + * + * +
2 * + * + * +
1 - * - + - +
0.5 + * + + + *
0.25 + * + * + *
0.125 + * + * * *
0.0625 * * + * * *
0.03125 * * * * * *
0.01562 * * * * * *
0.00781 * * * * * *
Témoin + + + + + +
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+: Présence de la croissance; -: Absence de croissance; *: Non déterminé; Témoin positif: suspensions

bactériennes et bouillon d’extrait de Malt additionné d’agar (0.15% p/v).

L'évaluation de Il'activité antifongique des HE a montré que les variations d'inhibition sont en
fonction de nombreux facteurs, notamment la nature, la concentration de I'huile essentielle et
la souche fongique étudiée. Ainsi, les différences observées entre les activités antifongiques
de ces deux HE étudiées peuvent étre attribuées a des différences dans leurs fractions actives
et leurs teneurs en monoterpenes oxygéné et en composés phénoliques qui sont connus par
leur capacité d’endommager les membranes cellulaires, ce qui provoque ainsi des fuites des
contenus intracellulaire et finalement la mort des micro-organismes. Les modes d'action des
substances antifongiques sont assez semblables a celles décrites pour les bactéries. Cependant,
des phénomeénes supplémentaires qui sont également importants lorsque les levures sont
considérées ont été rapportés. Le premier est la création d'un gradient de pH a travers la
membrane cytoplasmique, et le second est le blocage de la production d'énergie. Ainsi, ces

deux derniers donnent lieu a la rupture de la membrane cellulaire (Aleksic et Knezevic 2014).

IV. CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE DES SURFACES ET ETUDE DU
POUVOIR ANTIADHESIF DES EXTRAITS DES PLANTES ETUDIEES

Dans l’objectif de déchiffrer les mécanismes d’adhésion des microorganismes et de la
formation des biofilms a la surface du bois, principalement dans le contexte culturel et
patrimonial, la méthode de I’angle de contact a été utilisée pour déterminer les propriétes
physicochimiques de la surface du bois ainsi que celle des microorganismes qui lui sont
attachés. En plus, le microscope électronique a balayage environnemental (MEBE) a été
exploité pour s’informer du comportement adhésif des microorganismes et du pouvoir

antiadhésif des extraits des plantes étudiées.

1. Caractérisation physicochimique du bois de cedre et des microorganismes étudiés par

la méthode de I’angle de contact

Depuis plusieurs décennies, les recherches sur les propriétés physicochimiques du bois font
I’objet de nombreuses publications en exploitant toute une gamme de techniques analytiques a
savoir la microscopie, la résonnance magnétique nucléaire, 1’infrarouge, la spectroscopie de
photoélectrons X (XPS) et I’angle de contact. En plus, il est rapporté que les propriétés
physiques, chimiques et mécaniques du bois sont directement liées a I’hétérogénéité et a la

composition chimique de sa surface (Mohammed-Ziegler et al. 2004, EI Abed et al. 2011).
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Les résultats de mesure de ’angle de contact, des composantes de Van der Waals (y:"), des
composantes donneurs d’électrons (y~) et accepteurs d’électrons (y*) et des énergies libres

d’interaction (AGiwi) du bois et des microorganismes étudiés sont résumés dans les tableaux

29 et 30.

Tableau 29 : Angle de contact par rapport aux différents solvants et énergie libre d’interaction

(AGiwi) du bois de cédre et des microorganismes étudiés

Substrat/Souches Angles de contact (°) AGiwi
0w 0r 0o (mJ/m?)
Bois de cédre 86.06+0.21 36.53+0.30 | 14.86+£0.15 | -81.98+0.67
Penicillium commune (d”’) 36.10+0.65 43.60+0.75 | 51.30+0.18 37.12+0.63
Penicillium commune (d10) | 39.33+1.10 31.73+0.90 | 77.66+0.40 8.28+0.60
Thielavia hyalocarpa 41.90+0.63 45.10+£0.19 | 55.00+0.55 26.86+0.80
Bacillus safensis 18.60+0.72 30.30+1.06 | 53.80+0.63 39.32+0.65
Bacillus subtilis 25.90+0.44 27.70+0.38 | 46.10+0.69 29.90+0.23
Bacillus licheniformis 27.90£0.53 38.90+1.93 | 51.60+0.38 42.60+4.31

L’angle de contact vis-a-vis de 1’eau (6,) peut étre utilisé comme une méthode qualitative
pour évaluer I’hydrophobicité de la surface (Oliveira 1997). D’apres Vogler (1998), la surface
est considérée hydrophobe si 6, est supérieur a 65° et hydrophile si 0, est inférieur a 65°. En
plus, selon I’approche de Van Oss et al. (1988), Van Oss et Giese (1995), le degré
d’hydrophobicité d’une surface vis-a-vis de 1’eau peut également étre déterminé. Il est
exprimé en unité internationale (mJ/m?) ainsi, la surface peut étre dite hydrophile quand

Iénergie libre de surface (AGiwi) est positive et hydrophobe quand elle est négative.

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 29, le bois de cédre présente un caractére
hydrophobe qualitativement et quantitativement avec des valeurs de Oy = 86.06+0.21° et
AGiwi= -81 mJ/m?. Ces résultats corroborent ceux obtenus par El Abed et al. (2011) et
Barkai, et al. (2015a) qui ont rapporté le caractére hydrophobe du méme matériau avec des
valeurs d’angle de contact de 1’ordre de 89° et 82.5° respectivement. Meijer et al. (2000) ont
¢galement montré 1’hydrophobicité du bois de cédre avec Oy = 69+ 2° et AGiwi < 0.
Concernant le caractere donneur/accepteur d’électrons (Tableau 30), les résultats montrent
que la surface du bois présente des caracteres donneur d’électrons et accepteur d’électrons

relativement faibles avec des valeurs de y~= 0.02+0.01 mJ/m? et y*= 2.03+0.04 mJ/m?. Ces
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constatations sont en accord avec ceux rapportées dans une autre étude qui a montré que le
bois de cédre avait des valeurs de y"= 0.28 mJ/m? et y* = 3.03 mJ/m? (Barkai et al. 2015a).
En conclusion, le bois de cédre étudieé dans ce présent travail présente un caractére

hydrophobe et un caractére relativement plus accepteur d’électrons que donneur-électrons.

La détermination de 1’hydrophobicité des microorganismes peut étre réalisée par différentes
méthodes comme 1’adhésion microbienne aux hydrocarbones (MATH) (Matsuura et al. 2015),
I’agrégation par les sels, la chromatographie d’interactions hydrophobes (Doyle 2000) et le
partage entre phases aqueuses non miscibles polyéthyléne glycol et dextran (PEG/DEX) (Van
Loodsdrecht et al. 1987)...etc. En revanche, les propriétés acido-basiques peuvent étre
déterminées seulement par I’angle de contact ou I’adhésion microbienne aux solvants (MATS)
(Bellon-Fontaine et al. 1996, Hamadi et Latrache 2008). Cependant, la méthode de 1’angle de

contact reste une méthode simple, rapide et plus exacte que la méthode du MATS.

Les résultats de la caractérisation physicochimique des bactéries et des champignons étudiés
(Tableau 29 et 30) montrent que 1’ensemble des souches présentent un caractére hydrophile
avec des valeurs de I’angle de contact allant de 18.6+£0.72° a 41.9+0.63°. En outre, les
résultats montrent que toutes les souches ont un caractére accepteur d’électrons (y*) faible
avec des valeurs allant de 0.27+0.25 a 7.97+0.25 mJ/m?, et un caractére donneur d’électrons
(y") élevé avec des valeurs comprises entre 36.06+0.81 et 59.29+1.43 mJ/m?. Ces résultats
corroborent ceux rapportés par d’autres auteurs qui ont montré que toutes les cellules
microbiennes étudiées sont hydrophiles et donneuses d'électrons (Van der Mei et al. 1998,
Hamadi et Latrache 2008, EI Abed et al. 2013, Ksontini et al. 2013). Cependant, les cellules
microbiennes présentant un caractere accepteur d'électrons important ont aussi été rapportées
(Van der Mei et al. 1998, Feng et al. 2013).
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Tableau 30 : Composantes de Van der Waals (y:"), composantes donneur d’électrons (y~) et

accepteur d’électrons (y*) du bois de cédre et des microorganismes étudiés

Substrat/ Souches Energie de surface et ses composantes (mJ/m?)
i vt ' AGiwi

Bois de cédre 49.01+0.03 2.03+0.04 | 0.02+0.01 -81.98+0.67
Penicillium commune (d”’) 33.50+0.08 0.20+0.25 | 51.90+0.41 37.12+0.63
Penicillium commune (d10) 18.66+0.21 7.97+0.25 | 36.06+0.81 8.28+0.60
Thielavia hyalocarpa 31.50+0.31 0.50£0.03 | 44.90+0.67 26.86+0.80
Bacillus safensis 32.08+0.34 1.32+0.20 | 59.29+1.43 39.32+0.65
Bacillus subtilis 36.19+0.54 1.08+0.09 | 51.02+0.18 29.90+0.23
Bacillus licheniformis 33.27+0.21 0.46+0.16 | 58.08+2.59 42.60+4.31

Dans la littérature scientifique, il est admis que les propriétés physicochimiques des cellules
microbiennes dépendent fondamentalement de la composition chimique de leurs surfaces. En
effet, plusieurs auteurs ont rapporté que 1’ hydrophobicité déterminée par I’angle de contact
est directement corrélée avec le ratio élevé de N/C et inversement corrélée avec celui des
concentrations de O/C (Pelletier et al. 1997, Boonaert et Rouxhet 2000, Latrache et al. 2002,
Djeribi et al. 2013). Ceci indique que 1’origine de 1’hydrophobicité de la cellule bactérienne
est les groupements contenant 1’azote. Alors que 1’hydrophilicité est liée a la présence des
groupements contenant 1’oxygéne. En effet, Hamadi et al. (2008) ont montré que
I’hydrophobicité de la surface d’Escherichia coli est associée a la présence des groupements
fonctionnels (C-(C,H)), alors que son hydrophilicité est liée a des niveaux élevés de
groupements fonctionnels de (C-(O.N)) et (OH-(C-O-C)) contenant l'oxygene et l'azote
favorisant ainsi les interactions avec les molécules d’eau via des liaisons hydrogenes.
Latrache et al. (2002) ont également démontré que 1’hydrophilicité d’E.coli est due a la
présence des polysaccharides, alors que son hydrophobicité est liee a la présence des
protéines. Les résultats similaires ont été trouvés dans 1’étude de Boonaert et Rouxhet (2000)
qui ont rapporté que les surfaces de bactéries lactiques (Lactococcus lactis subsp. lactis bv.
diacetilactis et Lactobacillus helveticus helveticus) sont essentiellement constituées de
protéines (ou polypeptides) et de polysaccharides. De plus, ces travaux ont aussi mis en
évidence que le caractere hydrophile des deux souches, comme en témoigne I'angle de contact
par rapport a 1’eau, est en accord avec une forte concentration de polysaccharide et avec une

faible concentration en composés hydro-carboniques.
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Pour les cellules fongiques (spores), 1’étude de Jeffs et al. (1999) sur une collection de 24
souches de champignons pathogénes, a montré que le caractére hydrophobe ou hydrophile
dépend du rapport d’hydrate de carbone/protéine. En effet, les spores plus hydrophobes ont
tendance a avoir un rapport d’hydrates de carbone/protéines plus élevé que celui des spores
hydrophiles (Jeffs et al. 1999). lls ont également démontré que les spores qui avaient une
surface rugueuse étaient hydrophobes tandis que celles qui avaient une surface lisse étaient
hydrophiles. Par ailleurs, plusieurs études ont été menées sur les éléments chimiques qui sont
a Iorigine des propriétés acido-basiques des microorganismes. En effet, le caractere donneur
d'électrons a été attribué a la présence des groupements basiques exposés sur la surface
cellulaire, tels que les groupements carboxyliques (COOY), les phosphates (PO,), les
phospholipides, les lipopolysaccharides, les lipoprotéines, les amines (NH;) ou des
groupements sulfate (SO3) (Pelletier et al. 1997, Briandet et al. 1999). Tandis que le caractére
accepteur d'électrons est lié a la présence des groupements acides tels que les groupes R ou R-
NH-OH et NHj3 sur la surface cellulaire (Hamadi et al. 2012, Djeribi et al. 2013).

Selon I’analyse bibliographique, peu sont les études qui sont consacrées a 1’¢tude de
I’adhésion et la formation des biofilms a la surface du bois (EL Abed et al. 2010, Adetuniji et
Isola 2011b, EI Abed et al. 2013, Barkai, et al. 2015b). En outre, il est admis que les
caractéristiques énergeétiques et physicochimiques des supports jouent un réle trés important
dans le processus de 1’adhésion microbienne. En effet, les propriétés physicochimiques de la
surface du substrat (I’hydrophobicité, le caractére donneur d’électrons et le caractere
accepteur d’électrons) sont des facteurs déterminants de 1’adhésion initiale, et qui peuvent
influencer la vitesse et le taux d’adhésion des microorganismes aux surfaces solides (Bellon-
Fontaine et al. 1996, Santos et al. 2004, Milling et al. 2005, Hamadi et al. 2009, EI Abed et
al. 2011). Ainsi, la modification de ces caractéristiques peut augmenter ou diminuer ce

phénomene.

Dans 1’objectif d’améliorer la stabilité, la durabilité et les propriétés physichochimiques du
bois ainsi que d’éliminer des contaminants de sa surface, plusieurs méthodes de préservation
ont été utilisées. Parmi ces methodes on trouve 1’utilisation des colorants acides (Wei et al.,
(2012), I'utilisation des traitements physiques (traitement thermique ou par plasma) (Bakar et
al. 2013, Cademartori et al. 2013, Potoc¢nakova et al. 2013, Severo et al. 2016) et I’utilisation
des agents chimiques (Glleg et al. 2006, Hill 2006, Trey et al. 2010, 2012, Maggini et al.
2012).
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En outre, plusieurs investigations ont rapporté 1’activité antibactérienne et antifongique des
extraits de plantes (Shan et al. 2007, Mehrabani et al. 2013, Taheri et al. 2013, Aleksic et
Knezevic 2014, El Bergadi et al. 2015). En plus, I’activité antiadhésive et antibiofilm de ces
extraits a été démontrée sur différents supports par plusieurs auteurs (Viju et al. 2013, Barbieri
et al. 2014, Limsuwan et al. 2014, Miladi et al. 2016). Cependant, aucune étude n’a été
réalisée sur I’effet de ces produits naturels, d’origine de plantes aromatiques et médicinales,
sur les propriétés physicochimiques du bois. De ce fait, la partie qui suit de ce présent travail
s’intéresse a I’étude de 1’effet des extraits bruts et des huiles essentielles de T. vulgaris et de
M. communis sur la physicochimie du bois de cedre, et leur pouvoir antiadhésif vis-a-vis des

microorganismes causant la dégradation biologique de ce matériau.

2. Effet des extraits de T. vulgaris et de M. communis sur les propriétés physicochimiques
du bois de cedre et sur le comportement adhésif des microorganismes

2.1. Caractéristiques physicochimiques du bois apreés traitement par les extraits obtenus

par macération et ultrason

Les valeurs de I’angle de contact, des composantes de Van der Waals (y:"), des composantes
donneurs d’électrons (y~) et d’accepteurs d’électrons (y*) et les énergies libres d’interaction
du bois apres traitement par les extraits de plantes étudiées sont résumées dans les tableaux 31
et 32.

Tableau 31 : Angle de contact par rapport aux différents solvants et énergie libre d’interaction

(AGiwi) du bois de cédre avant et apreés traitement par les extraits de T. vulgaris et M.

communis

Types de traitement Angles de contact (°) AGiwi

0w 0r 0o (mJ/m?)
Bois non traité 86.06+0.21 36.53+0.30 | 14.86x0.15 | -81.98+0.67
T 29.76+0,32"" 20.20+0.26 11.86+0.15 | 17.78+0.48"
Tas 18.26+0.25" 21.80+0.26 51.46+0.45 | 30.62+0.31°
M, 31.6620.417" 23.3620.37 14.20+0.10 | 17.70+0.58"
Mas 21.10+0.88"" 19.63+0.47 32.00£0.20 | 29.19+1.29"

Les étoiles (*) représentent les significations statistiques obtenues apres 1’analyse de la variance avec le test

Dunnett (comparaisons multiples) par rapport au témoin.
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A la lumiére des résultats obtenus, on remarque que tous les extraits testés ont changeé
significativement les propriétés physicochimiques du bois. En effet, le traitement de la surface
du bois par les extraits de T. vulgaris obtenus par macération (Tr) et ultrason (T3s) ont
diminué significativement 1’hydrophobicité du bois aussi bien du point de vue qualitative que
quantitative (P < 0.001) par rapport au bois non traité. Ainsi, le bois qui était hydrophobe a
I’état non traité (0w = 86.06+0.21° et AGiwi= -81 mJ/m?) est devenu hydrophile avec des
valeurs de 0,, = 29.76+ 0.32° et 0,, = 18.26+0.25 respectivement. Des constatations similaires

ont été données dans le cas du traitement avec les extraits de M. communis (P < 0.001).

En plus de I’hydrophobicité, les résultats montrent que le traitement a également un effet
important sur le caractére donneur d’électrons (y~) du bois. En effet, les extraits de plantes
étudiées ont augmenté significativement (P < 0.001) ce parametre a des valeurs allant de
43.24+0.38 & 53.80+0.3 mJ/m? par rapport au témoin qui présente une faible valeur de 1’ordre
de y~=0.02+0.01 mJ/m?. Cependant, le caractére accepteur d’électrons (y*) et la composante

de Lifshit Van der Waals (y:") ne sont pas ou faiblement influencés par le traitement.

Tableau 32 : Composantes de Van der Waals (y:W), composantes donneur d’électrons (y~) et

accepteur d’électrons (y™) du bois de cedre aprés traitement par les extraits de T. vulgaris et

M. communis
Types de traitement Energie de surface et ses composantes (mJ/mZ)
yLW y"' ' AGiwi

Bois non traité 49.01+0.03 2.03+0.04 0.02+0.01 -81.98+0.67
T 49,61+0.03 0.15+0.01"" | 44.76+£0.30" | 17.78+0.48"
Tas 33.38+0.25 2.03+0.02 53.80+0.307 | 30.62+0.317"
M, 49.15+0.02 0.11+0.007" | 43.24+0.38"" | 17.70+0.58"
Mas 43.28+0.08"" 0.54+0.04™" | 51.37+0.90" | 29.19+1.29™"

Les étoiles (*) représentent les significations statistiques obtenues aprés 1’analyse de la variance avec le test

Dunnett (comparaisons multiples) par rapport au témoin.

En comparaison avec le traitement par les extraits obtenus par macération, 1’effet des extraits
obtenus par ultrason sur I’hydrophobicité et le caractére donneur d’électrons du bois est
significativement plus important (P < 0.001). Ainsi les échantillons traités par les extraits de T.
vulgaris et de M. coomunis récupérés par ultrason sont devenus plus hydrophiles et donneurs

d’¢électrons que ceux traités par les extraits obtenus par macération.
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L’effet important donné par ces extraits testés sur les propriétés physicochimiques du bois y
compris I’hydrophobicité et le caractere donneur d’¢lectrons peut étre li¢ a la composition
chimique de ces produits qui est tres riche en polyphénols (flavonoides, tannins...).Ces
derniers sont connus par leurs groupements hydroxyles et par leur caractére hydrophile, ayant
la capacité de réaliser des liaissons hydrogenes, alors que les huiles essentielles sont connues

par leur comportement hydrophobe.

En résumé, les résultats obtenus dans ce présent travail montrent que les propriétés
physicochimiques (hydrophobicité et caractére donneur-accepteur d’électrons) de la surface
du bois de ceédre sont largement influencées par le traitement. Ainsi, le bois est devenu
hydrophile et beaucoup plus donneur qu’accepteur d’électrons aprés traitement par chaque
extrait des deux plantes étudiées. Ainsi, cet effet pourrait étre associé a la variation des
caractéristiques des groupements fonctionnels de la surface du bois au cours du traitement

avec ces composés biologiques.

De nombreuses etudes ont été menées sur la modification de la surface de bois en utilisant
différents agents chimiques, physiques ou biologiques. Ainsi, nos résultats corroborent en
grande partie ceux de Wei et al. (2012) qui ont démontré que la mouillabilité du bois (Birch) a
augmenté apres la fixation des colorants acides sur sa surface. En effet, les échantillons traités
ont montré un caractere hydrophile avec des valeurs de I’angle de contact (6y) Vvariant entre
29.5 et 40.5° comparativement a 1'échantillon non traité (6w = 115°). De plus, Croitoru et al.
(2011) ont clairement montré la diminution de 1’hydrophobicité du bois (Populus tremula)
apres le traitement avec les sels organiques (imidazolium), et qui a donné des valeurs de
l'angle de contact de 1'eau allant de 6y = 32.34 a 17.36° et des énergies libres plus élevées par
rapport au bois non traité. Des résultats similaires ont également été obtenus dans le cas de la
modification du bois tendre (tigerwood) par plasma d’oxygene a la pression atmosphérique
qui a diminué considérablement son angle de contact par rapport a 1’eau, a une valeur de 6y =
26° par rapport a sa valeur initiale de I’ordre de Oy = 109° (Potoc¢nakova et al. 2013). En
revanche, les résultats de ces travaux ne concordent pas avec ceux obtenus dans le cas du
traitement du bois de chéne rouge avec les différentes solutions d'éthanolamine de cuivre (0.2,
0.4 et 1.0% Cu) (Jiang et Kamdem 2010). Ces auteurs ont montré que le caractére hydrophobe
du bois augmente avec le traitement par rapport au control (8, = 105.1 = 3.8°). Ainsi, les
valeurs de I’angle de contact sont 6,y = 123.3 + 3.5°, O, = 124.6 £ 3.0° et 6,y = 120.8 £ 2.9°

respectivement. De méme, la faible mouillabilité a été observée dans le cas du traitement des
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surfaces du bois (aulne et de hétre) avec les borates et 1’acide borique (Aydin et Colakoglu
2007).

Concernant les propriétés acido-basiques, nos résultats concordent avec ceux obtenus dans
I’étude de Mohammed-Ziegler et al. (2004) qui a montré que le traitement du bois de chéne et
de girofle avec la solution chloroformique de chlorotriméthylsilane, a augmenté leurs
caractéres donneurs d’électrons d’environ zéro & des valeurs de 'ordre de y~=5.4 mJ/m? et
y~=3.9 mJ/m? respectivement. Des tendances similaires ont été rapportées par (Jiang et
Kamdem 2010) qui ont démontré 1’augmentation trés marquée du caractére donneur
d’électrons du bois de chéne rouge (y~= 0.9 mJ/m?) induit par la solution d'éthanolamine de
cuivre (0.4%) (y~= 11.0 mJ/m?). Des mémes constatations ont été mises en évidence dans
I'étude de Croitoru et al. (2011) qui ont remarqué I’augmentation de la propriété basique du
bois apres traitement par les sels organiques. Les valeurs enregistrées variant entre y~ = 29.50
et 59.83 mJ/m?, par rapport au bois non traité (y~ = 7.48 mJ/m?). Au contraire, les résultats de
cette étude ne concordent pas avec ceux obtenus par Buschle-Diller et al. (2005) qui ont
démontré la diminution des deux propriétés acido-basiques des surfaces des fibres
cellulosiques avec des traitements chimiques et enzymatiques. Cependant, il est important de
souligner que du fait de la complexité du bois, que ce soit par sa constitution chimique ou son
comportement physique, de la variabilité des diamétres des especes étudiées, des supports
utilisés, ainsi que les méthodes de traitement utilisées, la comparaison et la discussion des

résultats avec ceux rapportés dans d’autres travaux reste plus ou moins difficile.

2.2. Effet antiadhésif des extraits de T. vulgaris et M. communis vis-a-vis de Penicillium

commune

L’observation de 1’adhésion de Penicillium commune a été effectuée par le microscope
¢lectronique a balayage dans le but d’évaluer 1’activité antiadhésive des extraits de plantes
étudiées. Ensuite, I’analyse des images obtenues a été réalisée par le programme Matlab pour
déterminer le pourcentage de la surface occupée par les cellules adhérentes. En effet, le

pourcentage d’adhésion est déterminé selon la formule suivante (Hamadi et al. 2005) :
% Adhésion= % Surface occupée = (Surface occupée/Surface totale) *100

Les résultats de I’effet antiadhésif des extraits étudiés vis-a-vis de Penicillium commune sont

illustrés dans les figures 29 et 30 ci-apés.
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Témoin Macération Ultrason

(b) Clichés microscopiques de 1’adhésion de la souche Penicillium commune a la surface

du bois traité avec les extraits de T. vulgaris

Figure 29 : Observation par ESEM de 1’adhésion de la souche Penicillium commune a la

surface du bois de cedre avant et aprés traitement (x 1500).

D’aprés les résultats obtenus, on constate que la souche de Penicillium commune présente une
importante capacité d’adhésion au bois de ceédre avec un pourcentage d’adhésion de 79%. Les
spores de cette derniere sont aléatoirement dispersées sur la surface du bois montrant une
répartition caractérisée par la présence des amas et des spores bien isolées. Ces résultats
corroborent ceux rapportés dans les travaux EI Abed (2012c) qui ont montré le comportement
adhésif trés marqué de plusieurs souches fongiques dont Penicillium commune et Penicillium

crustosum avec des pourcentages d’adhésion de I’ordre de 41% et 71% respectivement.

Les résultats de la quantification de 1’adhésion illustrés dans la figure 30 montrent également
que tous les extraits testés ont influencé largement le comportement adhésif de P. commune a
la surface du bois aprées traitement. En effet, les pourcentages d’adhésion enregistrés aprés

traitement allant de 33 a 68% sont faibles par rapport au témoin (79%).
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Figure 30 : Pourcentage d'adhésion de Penicillium commune & la surface du bois avant et
apres traitement par les extraits de plantes étudiées.

De méme, ces résultats montrent clairement que les extraits obtenus par ultrason exercent un
pouvoir antiadhésif plus efficace que celui obtenu par macération. Ainsi les pourcentages
d’adhésion de la souche fongique étudiée sont moins importants dans le cas du traitement par
les extraits de M. communis et T. vulgaris récupérés par ultrason (47% et 33%) par rapport a
ceux observeés apres traitement par les extraits obtenus avec macération, qui sont 51% et 68%

respectivement.

L’étude des facteurs liés a I’adhésion des microorganismes aux matériaux fait 1’objet d’une
grande partie de la littérature scientifique dans le domaine des biofilms. Il est aujourd’hui
évident que plusieurs paramétres lies a la fois au microorganisme et a la surface solide,
influencent cet attachement initial (Hamadi et al. 2005, Palmer et al. 2007, Pavithra et Doble
2008, ElI Abed et al. 2012a). La plupart des études, réalisées, ont montré que les
microorganismes adherent plus facilement aux matériaux hydrophobes (polyéthyléne,
polystyrene, téflon, bois), qu’a ceux hydrophiles (verre, métaux) (Donlan et al. 2002, Hamadi
et al. 2005, EI Abed et al. 2011). En effet, dans le cas des surfaces hydrophiles des liaisons
hydrogenes s’établissent entre les molécules d’eau du milieu et les groupements fonctionnels
polaires du support aboutissant a la formation d’une couche d’eau organisée en réseau a la

surface du support. Celle-ci provoque le phénomene de «répulsion hydrophile» avec la
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surface microbienne, si celle-ci est hydrophile. Au contraire, dans le cas d’un support
hydrophobe, les molécules d’eau restent confinées entre deux surfaces hydrophobes (support
et microorganisme), leur mouvement favorise le rapprochement des surfaces, ce qui se traduit
par un phénomeéne «d’attraction hydrophobe». Par conséquent, il est chimiquement accepté
que les cellules hydrophobes ont tendance a adhérer sur un substrat hydrophobe par contre les
cellules hydrophiles n’ont pas tendance a adhérer sur un substrat hydrophile (Van Loosdrecht
et al. 1989, Cappella et Dietler 1999). Cependant, plusieurs travaux ont rapporté que
I’hydrophobicité ne peut pas expliquer systématiquement les résultats de 1’adhésion
microbienne sur un support et que les interactions acides-bases jouent un réle trés important
dans ce phénomene (Sjollema et al. 1990, Henriques et al. 2004, Hamadi et al. 2005, EI Abed,
et al. 2012a). Ainsi, I’activité antiadhésive intéressante des extraits de plantes étudiées, mise
en évidence dans ce présent travail, vis-a-vis des spores de P. commune (hydrophiles), peut
étre expliquée par la modification des caractéristiques physicochimiques du bois, qui est
devenu hydrophile et beaucoup plus donneur qu’accepteur d’électrons. Donc, les interactions
avec les spores fongiques étudiées vont devenir plus faibles vu qu’elles ont toutes un caractére
donneur d’électrons important, et par conséquent, 1’adhésion de ces cellules au bois a été
diminuée.

Par ailleurs, I’effet antiadhésif de ces produits naturels pourrait étre attribué a leur
composition chimique riche en composés phénoliques qui sont connus par leurs propriétés
antimicrobiennes (Nzeako et al. 2006, Yakhlef et al. 2011, Aleksic et Knezevic 2014). Des
résultats similaires ont été rapportés dans de nombreuses études. Par exemple, Naidoo et al.
(2012) ont montré que la formation du biofilm par Streptococcus mutans sur la microplaque a
été réduit de 95.97 et 99% apres 6, 24 et 30 heures de contact avec I’extrait brut de Dodonaea
Viscosa var. angustifolia riche en polyphénols. Nostro et al. (2004) ont prouvé également que
les extraits éthanoliques de Helichrysum italicum, caractérises par la présence des flavonoides
(apigénine, lutéoline et gnaphalium), ont fortement inhibé 1’adhésion des souches de
Streptococcus mutans sur le verre. En plus, ’effet antiadhésif et antibiofilm des extraits de
plantes, vis-a-vis d’une grande variété de microorganismes colonisateurs de différents
supports autres que le bois, a été¢ démontré par d’autres auteurs (Nordin et al. 2013, Viju et al.
2013, Limsuwan et al. 2014).

Dans la partie qui suit, nous allons nous focaliser sur les extraits de T. vulgaris et M.
communis obtenus par ultrason. L’étude a porté sur 1’analyse de I’effet de différentes fractions

de ces extraits sur les propriétés physicochimiques du bois, ainsi que sur 1’évaluation
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théorique et expérimentale de I’adhésion des champignons et des bactéries étudiées a la

surface du bois avant et apres traitement.

3. Effet de différentes fractions des extraits obtenus par ultrason sur la physicochimie du
bois : Adhésion théorique et expérimentale des microorganismes dégradant le bois

3.1 Propriétés physicochimiques du bois apres traitement

L’hydrophobcité du bois a été évaluée aprés traitement par les différentes fractions, hexane-
acétate d’éthyle (FHA), acétate d’éthyle (FA) et fraction méthanolique (FM) des extraits,
obtenus par ultrason, de T. vulgaris et de M. communis. Les résultats obtenus sont résumés

dans le tableau 33.

Considérant les angles de contact de 1’eau avec les différents échantillons de bois traités, en
tant que moyen d’évaluer I’hydrophobicité, on constate que la surface de tous les échantillons
est devenue hydrophile qualitativement et quantitativement. Ceci est indiqué par la chute
significative des valeurs d’angles de contact par rapport au témoin (P < 0.001), avec une
hydrophilicité bien marquée dans les cas de traitement avec les fractions FMT, FMM et FAT
dont les valeurs de I’angle de contact sont de ’ordre de 6,,=10.70°, 16.96° et 17.10°

respectivement.

Tableau 33 : Angle de contact par rapport aux différents solvants et énergie libre d’interaction

(AGiwi) du bois de cedre traité par les différentes fractions testées

Types de traitement Angles de contact (°) AGiwi
0w OF 0p (mJ/m?)

Bois non traité 78.10+0.56 42.50+0.64 | 17.40+1.03 -71.99+1.61
FAT 17.10+0.08" 30.60+0.82 | 36.50+0.08 | 46.51+1.36
FMT 10.70+£0.40" 15.83+0.25 | 26.63+0.48 | 35.36+0.39
FHAT 31.10+0.74" 27.40+0.08 | 18.90+0.10 | 24.64+1.24"
FAM 37.70+0.72" 31.63+2.34 | 36.13+1.85 | 16.79+2.57
FMM 16.96+0.90 19.50+0.51 | 24.43+0.32 | 34.07+1.09"
FHAM 39.13+1.70" 30.10+1.87 | 20.36+0.15 | 11.25+2.12"

Les étoiles (*) représentent les significations statistiques obtenues aprés I’analyse de la variance avec le test

Dunnett (comparaisons multiples) par rapport au témoin.

En plus du caractére d’hydrophobicité, les résultats préesentés dans le tableau 34 indiquent

également que le caractére donneur d’électrons (y~) est largement influencé par le traitement
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et en fonction de la fraction testée. Ainsi, les surfaces du bois traitees avec les fractions
méthanoliques et acétate d'éthyle des extraits de T. vulgaris (FMT, FAT) et de M. communis
(FMM, FAM) sont devenues plus donneuses d’électrons avec des valeurs significativement
plus élevées (P < 0.001), que dans les cas du traitement avec leurs fractions hexane-acétate

d'éthyle et par rapport au témoin.

D’apres les résultats obtenus, on note également que les fractions ont faiblement influencé le
caractére accepteur d’électrons (y*). Ainsi, on note que toutes les surfaces du bois traitées
présentent un caractére accepteur d’électrons faible avec des valeurs qui tendent vers 0 mJ/m?

et comprise entre 0.00 et 0.42 mJ/m? et qui sont trés proches de celle du témoin (0.50 mJ/m?).

En résumé et d’aprés les résultats obtenus dans ce travail, nous pouvons déduire que les
fractions méthanoliques des extraits des deux plantes étudiées présentent un effet tres
important sur la physicochimie du bois (hydrophobicité et caractére donneur d’électrons) suivi

de celui des fractions acétate d’éthyle et hexane-acétate d’éthyle.

Tableau 34 : Composantes de Van der Waals (y:V), composantes donneur d’électrons (y~) et

accepteur d’électrons (y*) du bois de cédre aprés traitement par les différentes fractions

testées
Types de traitement Energie de surface et ses composantes (mJ/m®)
i Al v AGiwi

Bois non traité 48.50+0.25 0.50+0.08 2.30+0.36 -71.99+1.61
FAT 41.30+0.02 0.10+0.03™" | 61.40+0.807" | 46.51+1.36""
FMT 45.90+0.18 0.30+0.02™" | 56.40+0.25™" | 35.36+0.39""
FHAT 48.10+0.02 0.00+0.00™" | 46.00+0.82"" | 24.64+1.24™"
FAM 41.40%0.87 0.42+0.08" 40.47+1.38™" | 16.79+2.57"
FMM 46.25+0.11 0.21+0.02™" | 54.84+0.73"" | 34.07+1.09™"
FHAM 47.57+0.04 0.09+0.04™" | 38.07+1.38™" | 11.25+2.12""

Les étoiles (*) représentent les significations statistiques obtenues apres 1’analyse de la variance avec le test

Dunnett (comparaisons multiples) par rapport au témoin.

3.2. Adhesion théorique des microorganismes a la surface du bois aprés traitement :
Approche DLVO étendue

Malgré que les mécanismes fondamentaux qui gouvernent I’adhésion microbienne aux
supports soient encore mal compris et n‘aient donc pas été completement définis, il est

généralement admis que les propriétés physicochimiques des supports et celles de la
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membrane microbienne jouent un réle déterminant dans 1’adhésion initiale (Van Oss et al.
1986, Van Loodsdrecht et al. 1987, Bellon-Fontaine et al. 1996, Bos et al. 1999, Hamadi et al.
2005, 2009, El Abed et al. 2011). Ainsi, plusieurs modeles théoriques ont été proposes pour
prédire le phénomeéne de 1’adhésion des microorganismes aux surfaces. Dans cette étude, nous
allons utiliser I’approche de DLVO étendue développée par Van Oss (1986) (Van Oss et al.
1986, Bellon-Fontaine et al. 1990, Carvalho et al. 2013). C’est une approche dans laquelle
trois types d’interactions physicochimiques, dont Lifshitz-van der Waals (LW), acido-basiques

(AB) et électrostatiques (EL) responsables de 1’adhésion initiale, sont considérées.

En outre, afin de contrdler et d’inhiber cette adhésion, la compréhension des mécanismes
impliqués dans I'interaction entre les cellules microbiennes et le substrat est demandée. De ce
fait, notre étude vise a prédire 1’adhésion des champignons et des bactéries étudiées au bois de
cedre avant et apres traitement par les différentes fractions (FA, FM et FHA) des extraits de T.
vulgaris et de M. communis. Nous cherchons aussi a déterminer toutes les forces qui régissent
théoriquement cette adhésion. Ainsi, les calculs des énergies libres totales d’interaction entre
les microorganismes et les différents échantillons de bois traités en utilisant les équations
issues du modéle de Van Oss, ont été faits. Les interactions électriques AGE- seront négligées
dans ce processus d'adhésion, car la solution de suspension (KNO3) utilisé dans cette étude a
une force ionique élevée (0.1 M) (Hamadi et al. 2009, El Abed et al. 2011).

Les résultats de 1’énergie totale (AG™) (non ¢lectrostatique) de 1’adhésion des micro-
organismes étudiées au bois ainsi que ses composantes acido-basiques (AB) et Lifshitz -van

der Waals (LW) sont résumés dans le tableau 35.
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Tableau 35 : Energies libres de Van der Waals AG™ (mJ/m?), acide-base AG"® (mJ/m?) et
totale AG™ (mJ/m?) de I’adhésion des micro-organismes & la surface du bois avant et aprés

traitement par les différentes fractions testées

Souche/bois Témoin FAT FMT
AGLW AGAB AGTOl AGLW AGAB AGTOl AGLW AGAB AGTO[
P.commune (d”) | -5.14 | -13.83 | -18.97 | -3.93 | 46.03 | 42.00 | -4.72 | 42.08 | 37.31
. commune (d10) | 4161 | 752 | 592 | 123 | 2137 | 2260 | 1.47 | 19.47 | 20.95
T. hyalocarpa 4,31 | -16,33 | -20.64 | -3.30 | 39.85 | 36.54 | -3.96 | 36.25 | 32.30
B. subtilis 6.19 | -10.19 | -16.38 | -4.74 | 42.14 | 37.40 | -5.68 | 38.56 | 33.87
B. safensis 454 | -454 | 908 | -348 | 46.84 | 4336 | -4.17 | 43.07 | 38.90
B.lichnorfmis | 505 | -8.56 | -13.60 | -3.86 | 48.71 | 4484 | -4.63 | 4467 | 4004
FHAT FAM FMM
AGH [AGAE | AGTOL | AGH" | AGAB | AGTO! | AGIW | AGAE | AGTO!
P-commune (d7) | 507 | 37.69 | 3262 | 395 | 3103 | 27.07 | -477 | 41.45 | 36.68
P.commune (d10) | 459 | 17.08 | 18.86 | 123 | 1417 | 1540 | 149 | 1918 | 20.67
T. hyalocarpa -4.26 | 31.74 | 2748 | -3.32|2595| 22.63 | -4.01 | 35.64 | 31.63
B. subtilis 612 | 3501 | 28.89 | -4.76 | 28.93 | 24.16 | -5.75 | 38.09 | 32.34
B. safensis 449 | 4112 | 3614 | -349 | 3357 | 3008 | -4.22 | 42.72 | 3851
B.lichnorfmis | 4o | 4012 | 3515 | -3.88 | 34.11 | 3023 | -4.60 | 44.21 | 39.53
FHAM
AGLW AGAB AGTOl
P commune () | 499 | 3076 | 25.77
. commune (d10) | 156 | 1308 | 1554
T. hyalocarpa 419 | 2543 | 2125
B. subtilis 6.01 | 28.85 | 22.83
B. safensis 441 | 33.93 | 29.52
B.lichnorfmis | 490 | 3423 | 2033

Selon I’approche thermodynamique étendue (DVLO étendue), 1’adhésion d’un micro-

organisme sur un support est énergétiquement favorable quand AG™

est négative, et
défavorable dans le cas contraire. De ce fait, d’apres les résultats obtenus, on remarque
clairement que pour le bois non traité, 1’adhésion est favorable pour toutes les souches

fongiques et bactériennes étudiées (AG'™ <0) avec des valeurs de I’énergie totale de
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I’adhésion comprises entre -5.92 et -20.64 mJ/m®. En revanche, I’adhésion théorique des
microorganismes étudiés est défavorable dans tous les cas de traitement avec des valeurs de
I’énergie libre totale d’interaction allant de 15.40 & 42.09 mJ/m® et de 22.83 & 44.84 mJ/m?
pour les souches fongiques et bactériennes respectivement. Il est a noter également, que la
variabilité de 1’énergie libre totale de I’adhésion dépend essentiellement a la fois de la fraction

testée, de la souche et du type de microorganisme étudie.

Pour les échantillons de bois traités par les différentes fractions de I’extrait de T. vulgaris, les
résultats montrent que 1’adhésion est trés défavorable pour tous les microorganismes étudiés
dans le cas du traitement par la fraction acétate d’éthyle (FAT) par rapport aux deux autres
fractions méthanolique et hexane-acétate d’éthyle. Par contre, dans le cas de I’extrait de M.
communis, les valeurs les plus élevées de I’énergie totale de I’adhésion sont obtenues dans le
cas du traitement par sa fraction méthanolique (FMM), suivies par celles trouvées apres

traitement par les fractions acétate d’éthyle et hexane-acétate d’éthyle.

En comparaison entre les fractions des extraits des deux plantes, on note bien que la fraction
acétate d’éthyle de I’extrait de T. vulgaris rend les conditions de I’adhésion plus défavorable
que celle de M. communis pour toutes les souches fongiques et bactériennes,. Tandis que,
leurs fractions méthanoliques ont donné des valeurs de 1’énergie libre totale de 1’adhésion

relativement proches (Tableau 35).

Sachant que la phase initiale de 1’adhésion microbienne est gouvernée par les interactions de
Van der Waals, suivies des interactions acido-basiques dans sa deuxiéme phase lorsque les
liaisons hydrogenes et les interactions chimiques sont intervenues. La valeur négative de la
composante Lifshitz -Van der Waals (LW) indique que I’adhésion est favorable. Alors que, la
valeur positive de la composante acide-base (AB) implique que 1’adhésion est défavorable ou
faible sur le bois et vice versa. Par conséquent, dans le cas du bois non traité (AG™ < 0), on
note que les valeurs négatives de la composante AG”® sont plus élevées que celles de la
composante AG™ (Tableau 35). Ceci indique que I'adhésion théorique de toutes les souches
microbiennes étudiées (a 1’exception de B. safensis) doit étre régie principalement par les
forces de courte portée (les interactions acido-basiques). En outre, les valeurs de la
composante AG™" ont été trouvées négatives dans tous les cas de traitement, ce qui signifie
que les forces qui peuvent contribuer a cette adhésion microbienne (a 1’exception de P.
commune (d10) ) sont a la fois les forces a longue portée (interactions de Van Der Waals) et
les forces de courte portée. Ces constatations ont été confirmées puisqu’une corrélation

négative a ¢été trouvée entre l’énergie libre totale d’interaction et 1’hydrophobicité de
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différents échantillons de bois (Figure 31a et 32a), et une correlation positive entre I'énergie

libre totale d'interaction et leurs caractéres donneurs d’électrons (figure 31b et 32b).
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Figure 31 : Corrélation entre I’énergie libre totale d’interaction et I’hydrophobicité du bois

traité (a) et son caractére donneur d’électrons (b) (champignons).
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Bacillus subtilis
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Figure 32 : Corrélation entre 1’énergie libre totale d’interaction et I’hydrophobicité du bois traité
(a) et son caracteére donneur d’électrons (b) (bactéries).
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L’analyse des résultats obtenus a également révélé que les forces acido-basiques sont plus
influencées que les autres forces (forces LW) dans tous les cas étudiés. Ces résultats sont en
accords en grande partie avec ceux rapportés par Hamadi et al. (2009) qui ont montré une
bonne corrélation entre 1'énergie libre totale de 1’adhésion de Staphylococcus aureus et
d'’hydrophobicité du verre. De méme, un autre travail a déja rapporté une correlation positive
entre les angles de contact par rapport a 1’eau de divers matériaux et I'adhésion bactérienne

(Absolom et al. 1983).

En plus, les résultats illustrés dans les figures 31 et 32 indiquent que le coefficient de
corrélation entre 1'énergie libre totale de I’adhésion et le caractére donneur d'électrons étudié
est trés important (r = 0.97 a 0.98) dans tous les cas étudiés par rapport a celui obtenu entre
I'énergie libre totale de 1’adhésion et I'hydrophobicité exprimée en terme de I’angle de contact
par rapport a I'eau (r = 0.95 a 0.96). Ainsi, il semble clairement que les interactions acido-
basiques sont les paramétres principaux qui jouent un réle important dans ce phénomene
d'adhésion. Cependant, dans la littérature scientifique, la contribution de ces propriétés a
I’adhésion microbienne et notamment le caractére donneur d’électrons du substrat est moins

discuté que celui de la surface cellulaire.

En conclusion, I’analyse compléte des résultats obtenus, en utilisant 1’approche théorique
DLVO étendue, nous a permis de déduire que la variabilité de 1’énergie libre totale de
I’adhésion dépend essentiellement a la fois de la fraction testée, de la souche et du type de
microorganisme étudié. Cette étude nous a également permis de montrer que les conditions
d’adhésion sont devenues défavorables dans tous les cas de traitement pour toutes les souches

bactériennes et fongiques en influencant les interactions acido-basiques (forces AB).

3.3. Effet des fractions testées sur ’adhésion expérimentale des microorganismes au bois

de cédre

% Observation microscopique et quantification de I’adhésion des spores fongiques sur la

surface du bois traité par les différentes fractions testées

Les résultats des analyses et 1’observation du comportement adhésif des spores de Penicillium
commune (d””), Penicillium commune (d10) et de Thielavia hyalocarpa sur le bois de cedre,
avant et apres traitement par les différentes fractions des extraits de T. vulgaris et de M.
communis, par microscope électronique a balayage environnemental sont illustrés dans les
figures 33, 34 et 35.
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Figure 33 : Clichés microscopiques des spores de P. commune (d”) ala surface du bois de
cedre traité avec les fractions d’acétate d’éthyle, methanol et hexane -acétate d’éthyle de T.
vulgaris (FAT, FMT, FHAT) et de M. communis (FAM, FMM, FHAM) (x 1000).
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Figure 34 : Clichés microscopiques des spores de P. commune (d10) a la surface du bois de

¢tate d’éthyle de T.

éthanol et hexane -ac

m

b

cedre traité avec les fractions d’acétate d’éthyle

FHAM) (x 1000).

FMM,

vulgaris (FAT, FMT, FHAT) et de M. communis (FAM
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Figure 35 : Clichés microscopiques des spores de T. hyalocarpa a la surface du bois de cedre
traité avec les fractions d’acétate d’éthyle, methanol et hexane -acétate d’éthyle de M.
communis (FAM, FMM, FHAM) (x 1000).

D’aprés ces résultats, on observe clairement que toutes les spores fongiques étudiées ont
I’aptitude d’adhérer a la surface du bois de cedre (non traité). Les pourcentages de I’adhésion
sont de I’ordre de 63% (P. commune (d’’)), 85% (P. commune (d10)) et 46% pour T.
hyalocarpa (Tableau 36). De plus, une différence au niveau de I’architecture de 1’adhésion de
ces spores fongiques a été observée. En effet, les spores de P. commune (d10) forment entre
elles des amas. En revanche, les spores de P. commune (d”’) et T. hyalocarpa restent beaucoup

plus dispersees sous forme des spores isolées ou paires a la surface du bois.

On outre, selon les résultats d’analyse par le logiciel Matlab (Tableau 36), il apparait
clairement que le pourcentage de la surface du bois occupée par les spores fongiques est
largement influencé par le traitement et en fonction de la fraction testée. En effet, une
diminution de la capacité d’adhésion a la surface du bois a été observée chez toutes les
souches étudiées. Ainsi, les pourcentages de 1’adhésion présentés par P. commune (d”) et P.
commune (d10) varient de 2 a 15% et de 1 a 9% respectivement (Figure 33 et 34). Des
résultats similaires ont été observés dans le cas de T. hyalocarpa qui a donné des pourcentages

d’occupation a la surface du bois traité allant de 3 & 19% (Figure 35). En plus, les résultats de
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la quantification de I’adhésion montrent que pour M. communis, la fraction méthanolique a
montré une activité antiadhésive plus importante, avec les plus faibles pourcentages de
I’adhésion, par rapport & celles données par les fractions acétate d’éthyle et hexane-acétate
d’éthyle. Pour le T. vulgaris, les résultats indique que les fractions FAT et FMT ont exercé un
effet antiadhésif plus intéressant que celui montré par la fraction FHAT. Ceci pourrait étre lié
a leur effet marquant sur les propriétés physicochimiques du bois de cedre et a la variation de
leurs teneurs en composeés phénoliques (Tableau 21). De ce fait, dans la partie qui suit, les
corrélations entre les caractéristiques physicochimiques du bois et les pourcentages de
I’adhésion, ainsi que la comparaison entre 1’adhésion théorique et expérimentale des souches

fongiques étudiées sont réalisées.

Tableau 36 : Quantification de 1’adhésion des spores fongiques étudiées a la surface du bois

de cédre traité avec les différentes fractions des extraits de T. vulgaris et de M. communis

Souches Fractions Pourcentages de 1’adhésion
Penicillium commune (d”’) Témoin 63
FAT 8
FMT 8
FHAT 15
FAM 4
FMM 2
FHAM 6
Penicillium commune (d10) Témoin 85
FAT 1
FMT 8
FHAT 4
FAM 4
FMM 2
FHAM 9
Thielavia hyalocarpa Témoin 46
FAM 8
FMM 3
FHAM 19
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Les résultats des corrélations entre la physicochimie du bois et ’adhésion expérimentale des

spores fongiques étudiées sont résumeés dans la figure 36.
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Figure 36 : Corrélation entre le pourcentage de 1’adhésion des spores fongiques a la surface

du bois de cedre et I’hydrophobicité (a) et le caractére donneur d’électrons (b).

Le caractere hydrophobe/hydrophile de la surface des matériaux est généralement accepté

comme un facteur important dans le phénomene de 1’adhésion des microorganismes. Dans

cette etude, une corrélation positive entre 1’adhésion des spores de P. commune (d”) (r =
0.86), P. commune (d10) (r = 0.88) et de T. hyalocarpa (r = 0.96) et ’hydrophobicité,

exprimée par ’angle de contact par rapport a 1’eau (6,), du bois avant et apres traitement a été

obtenue (Figure 36a). Par conséquent, on pourrait déduire que plus 1I’hydrophobicité du bois
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de cedre diminue plus le pourcentage de 1’adhésion devient faible (répulsion
hydrophile/hydrophile). Ceci indique que les interactions hydrophobes sont impliquées dans
I’adhésion des spores fongiques étudiées. Ces résultats corroborent ceux rapportés dans
plusieurs travaux qui ont montré la corrélation entre I’hydrophobicit¢ et 1’adhésion
microbienne sur différents supports. EI Abed et al. (2012a) ont montré que l'adhésion des
spores de Penicillium expansum est bien corrélée (r =0.89) avec I’hydrophobicité du bois de
cedre en fonction du pH du milieu de suspension. De méme, Hamadi et al. (2005) ont
démontré que 1’adhésion de Staphylococcus aureus a la surface du verre est inversement
corrélée avec son hydrophobicité (r = -0.81). Des résultats similaires ont été signalés par
d’autres auteurs (Henriques et al. 2004, Oliveira et al. 2006). Cependant peu sont des
investigations qui ont rapporté la contribution des propriétés acido-basiques a ce phénomene.
Selon les résultats illustrés dans la figure 36b, I’adhésion des spores de P. commune (d”), P.
commune (d10) et T. hyalocaarpa est inversement corrélée avec le caractere donneur
d’électrons avec des coefficients de corrélation de 1’ordre de r = -0.88, r = -0.91 et r = -0.97
respectivement, indiquant que plus le caractere basique (y~) du bois augmente plus 1’adhésion
devient faible a cause des interactions répulsives donneur d’électrons/ donneur d’électrons.
Ce qui implique que I’adhésion des spores fongiques étudiées est principalement gouvernée
par les interactions acido-basiques. En outre, on note également d’aprés la figure 36 que la
corrélation est bien exprimée dans le cas du caractére donneur d’électrons que
I’hydrophobicité pour toutes les souches étudiées, ce qui signifie que les interactions acides-
bases jouent un r6le plus important que celui des interactions hydrophobes dans ce
phénoméne d’adhésion. Ces constatations concordent avec ceux obtenus dans d’autres travaux
qui ont rapporté la participation trés marquante du caractére donneur/accepteur d’électrons
dans I’adhésion des microorganismes aux différents supports (Van Oss 1989, Hamadi et al.
2009, 2014, El Abed et al. 2011).

La comparaison entre la prédiction théorique, en utilisant 1’approche DLVO étendue, et
I’adhésion expérimentale des spores fongiques étudiées au bois de cédre traité a été réalisée.
D’apres les résultats obtenus, on voit clairement que les résultats de la prédiction théorique de
I’adhésion des spores fongiques étudiées (Tableau 35) concordent avec ceux obtenus par le
microscope électronique a balayage environnemental (Figure 37) dans tous les cas de
traitement. Par conséquent, une corrélation négative entre le pourcentage d’adhésion et
I’énergie libre totale de 1’adhésion a été enregistrée. En effet, I’analyse microscopique a
montré que les spores de P. commune (d’’), P. commune (d10) et T. hyalocarpa ont la capacité

d’adhérer au bois de cédre non traité (AG™ <0) et que 1’adhésion devient défavorable dans
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tous les cas de traitement (AG™ >0). Nos résultats corroborent avec ceux signalés dans
d’autres études qui ont montré une bonne corrélation entre la théorie Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeeck (DLVO) et I’adhésion expérimentale de quatre souches fongiques a la
surface du bois de cedre (Penicillium granulatum, Penicillium crustosum, Penicillium

commune and Penicillium chrysogenum) (EI Abed et al. 2013).
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Figure 37 : Corrélation entre 1’énergie libre totale d’interaction et le pourcentage de 1’adhésion
des spores fongiques a la surface du bois traité. a) : P. commune (d’”), b) : P. commune (d10), c) :

T. hyalocarpa.
Dans la littérature scientifique, comme nous 1’avons déja signalé, I’exploitation des huiles
essentielles de plusieurs plantes médicinales et aromatiques comme agents antibiofilm a été
rapportée comme une nouvelle approche biologique de lutte contre la formation des biofilms
bactériens et fongiques sur différents support dont le verre, le polyéthyléne, le polystyrene et
I’acier inoxydable (Taweechaisupapong et al. 2012, Rumbaugh et Ahmad 2014, Szczepanski
et Lipski 2014, Nithyanand et al. 2015). Néanmoins, peu sont les investigations qui ont été
publiées sur les biofilms du bois et qui expliquent I’inhibition de 1’adhésion microbienne en se
basant sur la modification des caractéristiques physicochimiques de la surface des supports
par ces molécules volatiles dans 1’objectif de réduire les interactions des microorganismes a
ces matériaux et de les rendre des surfaces antiadhésives et antimicrobiennes. De ce fait, nous
nous sommes intéressés, dans la partie qui suit, a évaluer I’effet des huiles essentielles des
deux plantes étudiées sur la physicochimie du bois de cédre ainsi qu’a étudier leurs capacité

antiadhésive vis-a-vis des microorganismes responsables de la détérioration du bois.
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4. Effet du temps de contact avec la vapeur des huiles essentielles de Thymus vukgaris et

de Myrtus communis sur la physicochimie du bois et sur I’adhésion microbienne
4.1. Effet de la vapeur des huiles essentielles sur la physicochimie du bois de cedre

L’hydrophobicité et les propriétés acido-basiques de la surface du bois ont été examinées en
fonction du temps de contact avec la vapeur de I’huile essentielle des deux plantes étudiées
D’apres les résultats obtenus (Tableau 37), il apparait que 1’hydrophobicité du bois de cedre
est largement influencée qualitativement et quantitativement par le traitement. En effet, les
huiles essentielles de T. vulgaris et de M. communis ont augmenté significativement le
caractére hydrophobe du bois en fonction du temps de contact par rapport au témoin (P <
0.001). Ainsi, les valeurs de ’angle de contact par rapport a I’eau sont comprises entre 89.10

et 110.36° et 91.03 a 100. 20° pour le T. vulgaris et M. communis respectivement.

Les résultats obtenus montrent également qu’aucune différence significative n’a été observée
entre 4h et 6h du traitement pour toutes les deux huiles essentielles testées (P > 0.05). Il est a
noter également que dans le cas du traitement avec la vapeur de I’huile essentielle de M.

communis, I’hydrophobicité du bois reste relativement constante aprés 6h de contact.

D’aprés les résultats résumés dans le tableau 38, nous pouvons déduire également que les
caractéres donneur-accepteur d’électrons sont influencés par le temps de contact et ’huile
essentielle testée. Ainsi, les échantillons du bois mis en contact pendant 8 et 10 heures ont
exprimé un caractére donneur d’élections (y~) significativement plus élevé que ceux des
autres temps et que celui du témoin (P < 0.001) avec des valeurs de I’ordre de 5.83 et 4.94

mJd/m? ; 4.87 et 3.77 mJ/m? pour le T. vulgaris et le M. communis respectivement.

Pour le caractére accepteur d’électrons, on remarque que les échantillons de bois traités avec
la vapeur de I’huile essentielle de M. communis pendant 8 et 10 heures ont montré des valeurs
plus élevées (y* = 3.79 mJ/m?, y*= 4.24 mJ/m?) en comparaison avec les autres échantillons
(Oh, 4h, 6h et 24h). En revanche, ce paramétre a diminué en fonction du temps de contact (a

I’exception de 8h) avec I’huile essentielle de T. vulgaris.

En comparaison entre I’effet de la vapeur des deux huiles essentielles sur I’hydrophobicité et
les caractéristiques acides-bases du bois de cedre, il semble clairement que 1’huile essentielle
de T. vulgaris a exprimé un effet relativement important par rapport a celui de M. communis.

Ceci peut étre d0 a la variation de leurs compositions chimiques et de leurs teneurs en
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composés oxygenés (composes volatiles) et hydrocarbures (thymol, linanol, carvacrol, 1.8

cinéole, y-terpinene,

p-cymene).

Tableau 37 : Effet du temps de contact avec la vapeur des huiles essentielles de T. vulgaris et

de M. communis sur I’hydrophobicité et I’énergie libre d’interaction (AGiwi) du bois de cédre

Bois/T. vulgaris Angles de contact (°)

OW 9|: GD AGiwi

(mJ/m?)

Bois (0h) 86.06+0.55 36.53+0.30 | 14.86+0.15 -81.98+0.67
4h 89.10+0.10"" | 53.00+1.65 | 17.80+0.00 | -94.29+0.34""
6h 90.66+0.45 | 44.83+0.81 | 20.80+1.85 | -83.23+3.62"
8h 100.63+0.25 | 38.76+0.11 | 20.56+0.15 | -42.50+0.65
10h 106.86+0.35 | 54.80+0.00 | 34.56+0.55 | -48.23+1.31"
24h 110.36+2.08" | 79.50+0.00 | 38.10+1.11 | -85.82+4.31
Bois/ M. communis
4h 91.03+0.417" | 52.40+0.70 | 21.66+0.81 | -96.61+0.45
6h 91.30+0.34 | 37.63+0.80 | 20.96+1.85 | -65.09+3.50
8h 100.20+0.62° | 41.40+1.24 | 26.66+0.11 | -43.96+1.77
10h 08.83+0.15 | 41.90+0.00 | 33.90+0.20 | -44.04+0.51
24h 98.56+0.05 | 75.80+0.00 | 22.63+1.47 -68.00+0.13
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Les étoiles (*) représentent les significations statistiques obtenues aprés I’analyse de la variance avec le test

Dunnett (comparaisons multiples) par rapport au témoin.

Tableau 38 : Effet du temps de contact avec la vapeur des huiles essentielles de T. vulgaris et

de M. communis sur le caractére donneur-accepteur d’électrons du bois de cedre

Bois/ T. vulgais Energie de surface (mJ/m?)

il Y* 'a
Bois (Oh) 49.01+0.03 2.03+0.04 0.02+0.01
4h 48.29+0.00 0.15+0.10" 0.33+0.17
6h 47.42+0.56 1.3240.19" 0.13+0.06
8h 47.51+0.04 3.85+0.05 5.83+0.20
10h 42.13%0.25 1.89+0.08™ 4.94+0.25"
24h 40.4620.54 0.55+0.10 0.22+0.22
Bois/ M. communis
4h 47.17+0.25 0.34+0.06" 0.03+0.02
6h 47.37+0.56 2.83+0.35 0.92+0.20"
8h 45.44+0.04 3.79+0.29" 4.87+0.41"
10h 42.44%0.09 4.24+0.05 3.77+0.09"
24h 46.85+0.48 1.69+0.08" 1.3240.017

Les étoiles (*) représentent les significations statistiques obtenues aprés 1’analyse de la variance avec le test

Dunnett (comparaisons multiples) par rapport au témoin.

Il est généralement connu que 1’effet antimicrobien des huiles essentielles en phase vapeur est
relativement différent de celui exercé en contact direct (Nostro et al. 2009, Laghchimi et al.
2014, Nadjib et al. 2014). En effet, dans le cas du contact direct, I’activité antimicrobienne est
principalement due a l'activité de la substance la plus hydrophile et moins volatile, alors que
dans le cas contraire, I’effet peut étre attribué a la fois aux molécules hydrophiles adsorbées a
la surface de gélose et aux composés volatiles (hydrophobes et hydrophiles) libérés dans
I’espace de la boite. Ainsi, la modification des propriétés physicochimiques de la surface du

bois de cedre observée dans cette étude peut étre due aux composés volatiles hydrophobes des
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huiles essentielles testées libérés dans ’espace et adsorbés au bois. L’augmentation de
I’hydrophobicité du bois aprés traitement par la vapeur de ces huiles essentielles pourrait étre
expliquée par : i) I’adsorption de leurs composés volatiles a la surface du bois en réagissant
avec les groupements hydroxyles des composantes de la paroi cellulaire (cellulose,
hémicellulose, lignine), ii) le blindage des groupements hydroxyles des composés du bois en
déclenchant une masse supplémentaire a I'intérieur de la paroi cellulaire (gonflement) et crée
une surface hydrophobe (Hill 2006, Ermeydan 2014). Et par, iii) le caractére hydrophobe des
huiles essentielles ainsi que leurs composés majoritaires ayant montré une faible solubilité
dans I’eau (Griffin et al. 1999, Demian 2000, Nieddu et al. 2014). Les résultats obtenus dans
cette étude concordent en grande partiec avec ceux rapportés dans les travaux d’El Abed
(2012c), qui ont démontré la modification des caractéristiques physicochimiques et
I’augmentation de I’hydrophobicité du bois de cédre en fonction du temps de contact avec la
vapeur de certains composés majoritaires des HE (thymol, carvacrol et cinnémaldéhyde). Ils
ont également signalé que la surface de ce matériau présente un caractére donneur d’¢électrons
relativement élevé dans le cas du traitement avec la vapeur du carvacrol et du carvone. En
revanche nos résultats ne corroborent pas ceux obtenus par Gorgij et al. 2014) qui ont évalué
I’effet du contact direct des huiles essentielles de Thym et de Lin avec le bois de Cypres
(Cupressus arizonica.) et qui ont montré la diminution de son hydrophobicité apres traitement
a des valeurs de I’ordre de 6, = 74.75° et 6,,= 66.75° respectivement par rapport au non traité
(6w=89.75°).

4.2. Pouvoir antiadhésif de la vapeur des huiles essentielles étudiées vis-a-vis des

microorganismes du bois

Le comportement adhésif de Bacillus subtilis, Bacillus safensis et P. commune (d”) a la
surface du bois de ceédre, en fonction du temps de contact (Oh, 4h et 24h) avec la vapeur des
huiles essentielles de T. vulgaris et de M. communis a été observé par le Microscope

électronique a balayage environnemental.

A la lumiére des résultats illustrés dans les figues 38, 39 et 40 on remarque clairement que
I’adhésion des microorganismes étudiés est influencée fortement avec le temps de traitement.
En effet, une diminution marquante de 1’adhésion a été obtenue apres 24 heures de contact
avec la vapeur des deux huiles essentielles par rapport a 4 heures et au témoin. Il est a noter
également que I’huile essentielle de T. vulgaris a exercé un effet antiadhésif plus important
contre B. subtlis et B. safensis (Figure 38) que celui prouvé par 1’huile essentielle de M.

communis (Figure 39). Des résultats similaires ont été obtenues dans le cas de P. commune (d”).
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igre 37 : Clichés iroscopiques de’eft de la Veur de I’huile setielle deT. Vgris sur
I’adhésion de B. subtilis et B. safensis a la surface du bois évaluée en fonction du temps de
traitement (x 1000).
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Fiure 38 : Clichés microscopiques l’fet de la Vaper de I’huile essetele de M. communis
sur I’adhésion de B. subtilis et B. safensis a la surface du bois évaluée en fonction du temps de
traitement (x 1000).
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Figure 39 : Clichés microscopiques de I’effet de la vapeur de I’huile essentielle de T.
vulgaris (a) et M. communis (b) sur I’adhésion de P. commune (d’’) a la surface du bois
évaluee en fonction du temps de traitement (x 1000).

L’activité antiadhésive montrée par ces deux huiles essentielles dans ce présent travail peut
étre expliquée a la fois, par leur modification des caractéristiques physicochimiques du bois
de cedre (effet répulsif) et par leur pouvoir antimicrobien et/ou celui de leurs composées
majoritaires, en vapeur et/ou en contact direct, démontré dans plusieurs travaux (Xu et al.
2008, Aleksic et Knezevic 2014, Boukhatem et al. 2014, Boskovic et al. 2015, Giarratana et
al. 2016). Ces constatations concordent avec ceux obtenus par EI Abed (2012c) qui a rapporté
que I’adhésion de Penicillium expansum & la surface du bois traité avec la vapeur du carvacrol
a diminué en fonction du temps (6h, 10, 20h et 24h). D’autre auteurs ont également rapporte
I’activité antiadhésive et antibiofilm des huiles essentielles de T. vulgaris et de M. communis
contre un ensemble de microorganismes pathogenes sur différents matériaux (Cannas et al.
2014, Miladi et al. 2016).
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Le bois de cedre, comme toutes les surfaces inertes, est un site potentiel pour la formation des
biofilms apres 1’adhésion initiale des micro-organismes. Ces derniers se nourrissant de ses
ressources en causant la détérioration de son aspect physique, esthétique et de ses propriétés
mécaniques conduisant ainsi a des pertes socioéconomiques importantes. De ce fait, I’objectif
principal de ce travail de these est la préservation du patrimoine culturel et historique de
I’ancienne médina de Fés, par la mise au point d’un traitement du bois de cedre, & des
propriétés antiadhésives et antimicrobiennes, base sur I’exploitation des plantes aromatiques

et médicinales.

La premiere partie de nos travaux a été donc consacrée a I’isolement et 1’identification des
microorganismes colonisateurs du bois de cédre, au niveau d’un portail d’une ancienne
maison et une fenétre d’une maison en ruine a 1’ancienne Médina de Fés. Les résultats
montrent que ces sites sont riches en microorganismes. Ainsi, nous avons pu isoler un nombre
total de 24 isolats microbiens, dont dix isolats fongiques et quatorze isolats bactériens. Nous
avons pu identifier et séquencer sept isolats dont quatre bactéries appartenant au genre
Bacillus et trois champignons appartenant aux genres Penicillium et Aspergillus. Certaines
espéces comme Bacillus subtilis, Penicillium citrinum et Aspergillus niger ont été
communément isolées du bois dans plusieurs travaux de recherche. Néanmoins, d’autres

comme Bacillus safensis et Bacillus Licheniformis n’ont jamais été isolées de ce matériau.

Dans la deuxieme partie, la préparation des extraits volatils (huiles essentielles) et non
volatiles (extraits bruts) de plantes étudiées ainsi que leurs analyses phytochimiques a été
réalisée. La détermination des rendements en huile essentielle montre que le T. vulgaris a

fourni un rendement de 1.73+0.21%, contre seulement 0.85+0.05% pour le M. communis.

L’analyse par couplage chromatographie (CPG- MS) de I’huile essentielle de T. vulgaris,
obtenue par hydrodistillation de la partie aérienne fraiche, a permis d’identifier 29 composés
constituant 88.6% de la composition totale de 1’huile dont les composé€s majoritaires sont le
thymol, le y-terpinene, le p-cyméne, le linalool et le carvacrol. Concernant I’huile essentielle
de M. communis (feuilles), 47 composés ont été identifiés et constituent 97.89% de la
composition chimique totale ; les composés dominants étant le 1.8-cinéol, 1’a-pinéne, le

limonene et I’acétate de myrtényle.

Les rendements enregistrés avec les extraits bruts obtenus par macération varient entre un

minimum de 7.11+2.06 %, épuisé de la poudre végétale de T. vulgaris et un maximum de

146



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

16.33+2.00 %, fourni par M. communis. Pour I’extraction par ultrason, le M. communis a

donné un rendement de 14.33+1.11%, contre seulement 6.51+1.28 % pour le T. vulgaris.

Les tests phytochimiques réalisés ont permis de mettre en évidence la présence des
polyphénols, des flavonoides, des tanins et des quinones dans tous les extraits bruts obtenus
par macération et ultrason, alors qu’ils sont tous dépourvus des alcaloides. En plus, les
leucoanthocyanes ont été uniquement révélés dans 1’extrait de M. communis (Mss) obtenu par

ultrason.

La teneur en phénols totaux et en flavonoides est variable entre les différentes plantes ainsi
qu’entre les différents extraits obtenus par les deux méthodes d’extraction. Ainsi, les teneurs
en polyphénols totaux des extrais de M. communis sont de 1’ordre de 161.4+9.89 mg EAG/g
pour I’extrait M, obtenu par macération et de 201.4+9.80 mg EAG/g pour I’extrait obtenu par
ultrason (Mss). Alors que dans le cas du T. vulgaris, les concentrations sont de 171.4+ 6.84 et
191.4+8.48 mg EAG/g pour les extraits T, et Tss respectivement. Concernant les flavonoides,
les extraits bruts de T. vulgaris ont donné des teneurs comprises entre 60.82+2.26 et 94.94+
0.67 mg EQ/qg. Ces teneurs sont relativement similaires a celles enregistrées par les extraits de
M. communis. Nos résultats de dosage ont permis également de conclure que I’ultrason
permet d’extraire des teneurs élevées en composés phénoliques par rapport a la macération.

Le fractionnement des extraits méthanoliques de T. vulgaris (T3s) et de M. communis (Mss)
obtenus par ultrason, a permis d’obtenir six fractions : deux fractions hexane-acétate d’éthyle
(FHA), deux fraction acétate d’éthyle (FA) et deux fractions méthnoliques (FM). Ces
derniéres ont fourni des rendements plus élevés que ceux donnés par les fractions hexane-
acétate d’¢thyle et acétate d’éthyle.

La suite de nos travaux a été centrée sur I’évaluation des activités antimicrobienne in vitro des
extraits et des huiles essentielles des deux plantes aromatiques et médicinales étudiées en
utilisant les méthodes suivantes : méthode de diffusion sur disque, méthode de diffusion sur
des puits d’agar et la méthode de microdilution. Les résultats obtenus ont montré des activités
antimicrobiennes variables des extraits de M. communis et T. vulgaris, obtenus par ultrason et
macération, contre les différentes souches étudiées. On a pu conclure que les extraits de
Myrtus communis ont témoigné une grande activité antibactérienne en comparaison avec les
extraits de Thymus vulgaris. Cet effet inhibiteur important des extraits de M. communis est
confirmé par leurs faibles concentrations minimales inhibitrices allant de 0.156 a 0.312 mg/ml
vis-a-vis de B. subtilis, B. safensis et B. licheniformis. Concernant I’activité antifongique, les

extraits des deux plantes étudiées se sont trouvés non efficaces sur les champignons étudiés.
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Cependant, les extraits obtenus par ultrason ont donné une activité inhibitrice plus au moins

considérable.

L’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique des huiles essentielles des deux
plantes étudiées montrent que toutes ces huiles sont pourvues d’un pouvoir inhibiteur
intéressant contre les souches bactériennes et fongiques du bois testées et que le meilleur effet
est enregistré par T. vulgaris. Cette importante activité antibactérienne du T. vulgaris est
confirmée par ses valeurs de CMI qui sont inferieures 8, 16 et 32 fois a celles enregistrées par
I’huile essentielle de M. communis contre B. licheniformis, B. safensis et B. subtilis
respectivement. En outre, Les résultats de I’activité antifongique des huiles essentielles
montrent que les CMI de T. vulgaris sont 8 fois plus faibles que ceux de M. communis vis-a-

vis de Penicillium commune (d10), Penicillium commune (d’’) et Thielavia hyalocarpa.

Bien que I’identification des agents microbiens qui sont a ’origine de la biodétérioration du
bois ainsi que 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de différents extraits préparés soit une
étape importante dans la lutte contre ces microorganismes, la recherche et le développement
des traitements efficaces a profiles économiques et environnementaux, dans le domaine de la
préservation/ et ou la conservation des matériaux du patrimoine culturel et historique, reste un
challenge et s’avére plus intéressante. De ce fait, la troisieme partie de cette thése s’est
focalisée sur: i) la caractérisation physicochimique de la surface du bois ainsi que les
microorganismes qui lui sont attachés, et ii) I’étude de I’effet des extraits, leurs différentes
fractions et des huiles essentielles préparées sur la physicochimie du bois de cédre et leur
pouvoir antiadhésif vis-a-vis des microorganismes responsable de sa biodégradation. Pour ce
faire, la méthode d’angle de contact dédiée a I’analyse fine des surfaces a été mise en ceuvre
afin de caractériser la surface du bois de cedre et celles des microorganismes étudiés en
termes d’hydrophobicité et les composantes accepteur/donneurs d’électrons. Les résultats
montrent que le bois de cédre présente un caractere hydrophobe qualitativement et
quantitativement avec des valeurs de Oy = 86.06+0.21° et AGiwi= -81 mJ/m? et des propriétés
acido-basiques (y*,y~ ) relativement faibles. Concernant les microorganismes attachés a la
surface du bois, les résultats indiquent que I’ensemble des souches étudiées présentent un
caractére hydrophile avec les valeurs de 1’angle de contact par rapport a I’eau allant de
18.6+0.72° a 41.9+0.63°, un caractére donneur d’¢lectrons (y~) élevé et un caractere

accepteur d’électrons (y*) faible.
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La caracterisation physicochimique de la surface du bois apres traitement par les extraits de T.
vulgaris et de M. communis, obtenus par deux méthodes d’extraction, a été réalisée. Les
résultats de ces travaux ont tout d’abord permis de mettre en lumiére la présence d’une
modification significative des propriétés physicochimiques du bois. En effet, ce traitement a
diminué significativement 1’hydrophobicité de la surface du bois aussi bien du point de vue
qualitative que quantitative et il a augmenté son caractére donneur d’électrons (y~) a des
valeurs allant de 43.24+0.38 & 53.80+0.3 mJ/m® Cependant, son caractére accepteur
d’électrons (y*) est faiblement influencé par le traitement. En comparaison entre le traitement
avec les extraits obtenus par macération et ceux récupérés par ultrason, on peut conclure que
les échantillons de bois traités par les extraits de T. vulgaris et M. coomunis récupérés par
ultrason sont devenus plus hydrophiles et donneurs d’électrons par rapport a ceux traités par

les extraits obtenus par maceération.

Pour approfondir notre compréhension quant a 1’effet des extraits de Thymus vulgaris et de M.
communis sur I’adhésion des spores fongiques a la surface du bois de cedre, 1'utilisation de la
microscopie électronique & balayage Environnemental (MEBE) ainsi que 1’exploitation du
programme Matlab® afin de quantifier ’adhésion a été jugée nécessaire. L’analyse des
résultats indique que tous les extraits testés ont diminué significativement le comportement
adhésif de P. commune a la surface de bois apres traitement. En effet, les pourcentages
d’adhésion enregistrés apres traitement allant de 33 a 68% sont faibles par rapport au témoin
(79%). De plus, il apparait clairement que les extraits obtenus par ultrason exercent un
pouvoir antiadhésif plus efficace que celui de ceux obtenus par macération. Suite a ces
résultats, les travaux se sont rapidement portés et concentrés sur les extraits obtenus par
ultrason. Ainsi, I’étude de I’effet de différentes fractions de ces extraits sur les propriétés
physicochimiques du bois, ainsi que sur l’adhésion théorique et expérimentale des

microorganismes étudiés a la surface du bois avant et apres traitement a été réalisée.

La détermination des propriétés physicochimiques du bois traité par ces fractions nous a
permis de déduire que les fractions méthanoliques présentent un effet tres important sur la
physicochimie du bois (diminution de I’hydrophobicité et augmentation du caractére donneur
d’¢électrons) suivi de celui des fractions acétate d’éthyle et hexane-acétate d’éthyle. L’analyse
complete des résultats de la prédiction théorique de 1’adhésion, en utilisant ’approche
théorique DLVO étendue, nous a permis de déduire que la variabilité de 1’énergie libre totale
de I’adhésion dépend essentiellement a la fois de la fraction testée, de la souche et du

microorganisme étudié. De méme, les résultats montrent que les conditions d’adhésion sont

149



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

devenues défavorables (AG™ < 0) dans tous les cas de traitement pour toutes les souches
bactériennes et fongiques en influencant largement les forces acido-basiques (AB) que celles
de Lifshitz -Van der Waals (LW).

L’analyse des images obtenus par MEBE ainsi que la quantification de I’adhésion par le
logiciel Matlab nous a permis de conclure clairement que toutes les spores fongiques étudiees
ont I’aptitude d’adhérer a la surface du bois de cedre (non traité) et que cette adhésion est trés
influencée par le traitement. Selon leurs activités antiadhésives vis-a-vis des champignons
étudiées, le classement des fractions de I’extrait de M. communis est comme suit : fractions
méthanoliques > fractions acétate d’éthyle >fractions hexane-acétate d’éthyle. Concerant le T.
vulgaris, la fraction acétate d’éthyle a exercé un effet antiadhésif important par rapport aux

deux autres fractions.

La comparaison entre la prédiction théorique, en utilisant ’approche DLVO étendue, et
I’adhésion expérimentale des spores fongiques étudiées au bois de cédre a 1’état natif et apres
traitement a été réalisée. Les résultats de la prédiction théorique de 1’adhésion des spores

fongiques étudiées sont cohérents avec ceux donnés par 1’adhésion expérimentale.

L’étude de I’effet de la vapeur des huiles essentielles des deux plantes étudiées sur la
physicochimie du bois de cedre ainsi que sur sa capacité antiadhésive vis-a-vis des
microorganismes responsables de la détérioration du bois a été réalisée. Cette étude nous a
permis de conclure que la vapeur des huiles essentielles a augmenté I’hydrophobicité et le
caractére donneur d’électrons du bois de cédre en fonction du temps de contact. De méme,
une diminution marquante de I’adhésion a été observée aprés 24 heurs du contact avec la
vapeur des deux huiles essentielles et que le meilleur effet antiadhésif a été donné par la

vapeur de I’huile essentielle de T. vulgaris.

Dans son ensemble, le travail réalisé permet de conclure que les extraits des deux plantes
aromatiques et médicinales étudiées ainsi que leurs huiles essentielles pourront servir dans le
développement de nouvelles formulations efficaces et des stratégies préventives innovantes,
visant a limiter I’adhésion des microorganismes au bois de cédre et par conséquent la
préservation de notre patrimoine architecturale. De ce fait, il serait trés judicieux d’étudier un

certain nombre de perspectives a ’issue de ce travail a citer :

e [’analyse des fractions ayant montré une forte activité antiadhésive par I’HPLC et de
déterminer les molécules actives ainsi que leurs modes d’action pour déceler la

configuration qui permet d’obtenir une meilleur protection du bois.
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L’effet des mélanges des extraits de plantes (HE ou extrait bruts) par 1’application du
plan d’expérience et méthode des surfaces de réponses sur la physicochimie du bois et
I’adhésion microbienne.

L’évolution de la physicochimie du bois traité a plus long terme (vieillissement) et
étude de la capacité de rétention (effet du lessivage) de ces extraits dans les parois
cellulaires du bois afin de prouver sa protection durable et assurée.

L’effet des extraits de plantes sur les propriétés meécaniques (compression et
fissuration) du bois.

I’adhésion et 1’antiadhésion de multi-souches microbiennes a la surface du bois de
cedre.

Formulations a base de ces produits naturels pour la préservation du bois de cedre.

Exploitation de la valeur bioéconomique des formulations réalisées.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture utilisés

Tableau 1: Composition du milieu LB (Luria Bertani) (g/l)

Constituant Quantiteé (g)
Peptone 10
NaCl 10
Extrait de levure 5
Agar 20

Tableau 2 : Composition du milieu EM (Extrait de Malt) (g/l)

Constituant Quantité (g)
Extrait de Malt 30
Agar 13

Tableau 3 : Composition du milieu Mueller-Hinton Agar (HHA) (g/)

Constituant Quantité
Amidon 1.5
Extrait de viande 2
Hydrolysat de caséine 175
Agar 17
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Annexe 2 : Alignement entre les séquenes obtenues des isolats et les
séquences de référence disponibles dans la base de données sur le site NCBI

1. Alignements des isolats bacteriens

Query 1 TGACGGAGC-ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGG 59

FECREEETErE et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 331 TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGG 390

Query 60 GAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG 119

BN NN N N N NN NN AR
Sbjct 391  GAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG 450

Query 120 CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG 179

FEEERTEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 451  CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG 510

Query 180 GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG 239

PECREEEEErErr et et et e e e et et e e e e e e e e e b e e e el
Sbjct 511 GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG 570

Query 240 GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGT 299

PECREEETErE et e et e e e e e e e e e e e et e e e e e el
Sbjct 571 GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGT 630

Query 300 AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTG 359

FEEEREETEEr e et e et e e e e et e e et e e e e et e et e e e el
Sbjct 631 AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTG 690

Query 360 TAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 419

FEEEREETEEr e e e et e e e e et e e e et r e e et e e e et e e e el
Sbjct 691 TAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 750

Query 420 ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAA 479

(NN RN R NN R R RN N RN RN R RN RN
Sbjct 751  ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAA 810

Query 480 CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACG 539

FECREEETErE e et e e e e e e et et e e e e et e et e e e e el
Sbjct 811 CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACG 870

Query 540 GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC 599

Fererrrrererrererrrrererrerer e re e e et e et e e e e e el
Sbjct 871 GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC 930

Query 600 AGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGAC 659

Ferrrrrrererrerererrererrerererrer e e re e e rer e e e e
Sbjct 931 AGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGAC 990

Query 660 AGGTGGTGCATGGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTTAAGTCCCGCAA- 718
Ferrrrrrererrererrrrererrerer e rer e e re et e e e e e e

Sbjct 991 AGGTGGTGCAT-GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG-TTAAGTCCCGCAAC 1048

Query 719 CGAGCGCAACCCTTTGATCTTTAGTTTGCCAGCATTTCAGTTTGGG 764

FEEEEEErere e et et e e e rere e e re e el
Sbjct 1049 CGAGCGCAACCCTTTGATCTTAAGTT-GCCAGCATT-CAGTTTGGG 1092

Figure 1 : Alignement entre le segment du géne codant pour I’ARNr 16S de I’isolat MB1 et

celui de Bacillus safensis.
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Figure 3 :

474
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414
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354
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240
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360
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420

54

TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCMGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCG 60

FECEREEEEET e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCG 1234

AACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGT 120

FEEEREETEEr e et e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e el
AACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGT 1174

CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCA 180

FELERTTEEET et e e e e e e e e e e e v e e e e e e e e e e e e
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCA 1114

CCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTARAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTA 240

FEEEREETEEE e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
CCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTA 1054

AGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA 300

FECEREEEEET et e e e e e e e e e e v e e e e e e e e e e e e e
AGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA 994

CAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCA 360

Fererrrrererrerererrererrerererrererrere et e rerrrrerr e
CAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCA 934

GAGGATGTCAMSACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTC 399

FELEEEEEErEErr et r et e e e
GAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTC 895

: Alignement entre le segment du géne codant pour I’ARNr 16S de I’isolat MB2 et

celui de Bacillus subtilis.

CCGCCCTATTCGA-CGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACC 59

PEEEEEETEr et et e et e e e e vt et e e e e e e e e e e el
CCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACC 415

TTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACT 119

FEEREEErEre et e e e et e rer e e e e e e e et b e e e el
TTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACT 355

GCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA 179

FEEREEErEre e e e e e e ettt et e e e e et e et e e el
GCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA 295

GGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGC 239

FEEREEETErerr et et e e e e e e et et e e e e et e et e el
GGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGC 235

GGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAAC 299

PEEEEEETEr e e et ettt e e e et e et e e e e e et e e e e e e e e el
GGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAAC 175

AACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCC 359

FECREEETEre et et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e el
AACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCC 115

ACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGA 419
FECERTEEEET et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGA 55
CTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC 459

FEETEETEEr e e e e e e e
CTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC 15

Alignement entre le segment du géne codant pour I’ARNr 16S de ’isolat MB4 et

celui de Bacillus licheniformis.
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Query 2
Sbjct 1358
Query 62
Sbjct 1298
Query 122
Sbjct 1238
Query 182
Sbjct 1178
Query 242
Sbjct 1118
Query 302
Sbjct 1058
Query 362
Sbjct 998
Query 422
Sbjct 938
Query 482
Sbjct 878
Query 542
Sbjct 818
Query 602
Sbjct 758

GGCCCGGAAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCA

FECREEETErE et ettt et e e et e e e e e e e et e e e e e e e e re el
GGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCA

TGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACC

FELEREEEEET e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACC

TCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG

FECERETEEET et e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG

GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTA

FECERETEEET et e e e b e e e e e e v e e e e e e e e e e e et
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTA

AAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC

FELERTEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC

CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAA

FECREEETErErr et ettt e et e e et e e e e e et e e e e e e e el
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAA

GGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGG

PErerrrrerrrrererrrrere e e rere e e e re e e e e e e e e e ererrend
GGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGT

TGCTGCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT

Fererrrrererrererrrrererrerer e re e e et e e e e e e el
TGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT

TTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAA

Fererrrrererrerererrererrerererrere e e re et e re e e
TTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAA

GGGCGGAGACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT

FECRERETEr e et et et e e e e e et et e e e e e e e e b e e el
GGGCGGAGACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT

AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTC 627

FEEEEEEEEr el
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG 733
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Figure 4 : Alignement entre le segment du géne codant pour I’ARNr 16S de I’isolat MBS et

celui de Bacillus cereus.

2. Alignements des isolats fongiques
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CTGAG-WAATTAAAGGTTGGGGGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACTAGAGSGGGTGAC

FELERTEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTGAGATAATTAAAGGTTGGGGGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACTAGAGCGGGTGAC

GAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCC

FEEERTEEEE e e e e e e e e e e v e e e e e e e e e e e e
GAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCC

CCGGCgggggggACSGGGCCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGG

FECERTEEEET et e e e e e e e e e e e e e e e e e v e e e e e e
CCGGCGGGGGGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGG

ACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCA

FEEERTEEEET e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCA

CTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAA

FEEERETEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAA

CCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTAATTTCGTTATAGGTCTCAGACTGCAACTT

(NN R R R N RN R RN RN Y|
CCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTAATTTCGTTATAGGTCTCAGACTGCAACTT

CAGACRGCGTTCAGGGGGGCCGTCGGCGGGCGCGGGGCCCGCCGAGGCWMCATAGGTTCG

Fererrrrererrerererrererrerer e rere e e re et e e e e el
CAGACAGCGTTCAGGGGGGCCGTCGGCGGGCGCGGGGCCCGCCGAGGCAACATAGGTTCG

GGCAACACGGGTGGGAGGTTG 440

FELRERETEEEEr et
GGCAACACGGGTGGGAGGTTG 47

celui de Penicillium sp.

GTMACCTGAG-WAATTAAAGGTTGGGGGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACTAGAGSGG

FECERTEEEE e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTCACCTGAGATAATTAAAGGTTGGGGGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACTAGAGCGG

GTGACGAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCG

FECERTEEEET et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GTGACGAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCG

TCCCCCCGGCGGGGGGGACSGGGCCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACG

FECEEEEEEET et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TCCCCCCGGCGGGGGGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACG

CTCGGACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATG

FECEEETEEET et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTCGGACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATG

ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC

(RN RN RN N R R R R R R RN R RN R
ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC

CGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTAATTTCGTTATAGGTCTCAGACTGC

(NN RN R N R R R R R RN RN RN RN RN
CGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTAATTTCGTTATAGGTCTCAGACTGC

AACTTCAGACRGCGTTCAGGGGGGCCGTCGGCGGGCGCGGGGCCCGCCGAGGCWMCATAG

FECERTEEEET et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AACTTCAGACAGCGTTCAGGGGGGCCGTCGGCGGGCGCGGGGCCCGCCGAGGCAACATAG

GTTCGGGCAACACGGGTGGGAGGTTG 449

FEEERTEEEE e et
GTTCGGGCAACACGGGTGGGAGGTTG 93
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: Alignement entre le segment du géne codant pour ’ARN 5,8S de I’isolat MC2 et

Alignement entre le segment du gene codant pour I’ARN 5,8S de I’isolat MC4 et

celui de Penicillium citrinum.
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CTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCTCTCGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAAC

FEEERETEEE et e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCTCTCGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAAC

TTCATGCCTGAGAGTGATGCAGTCTGAGTCTGAATATAAAATCAGTCAAAACTTTCAACA

AR R R R N R N R R R RN RN RN RN
TTCATGCCTGAGAGTGATGCAGTCTGAGTCTGAATATAAAATCAGTCAAAACTTTCAACA

ATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAA

FECERETEEET e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAA

TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGG

PECEREEEEET et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGG

GGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGT

FECERETEEET e e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e el
GGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGT
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Figure 7 : Alignement entre le segment du géne codant pour I’ARN 5,8S de 1’isolat MCS5 et

celui d’Aspergillus niger.
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Annexe 3 : Courbes d’étalonnage établies avec I’acide gallique comme référence pour
les polyphénols et avec de la quercitine pour les flavonoides (b)
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Figure 8 : Courbes d’étalonnage établies avec I’acide gallique (a) et la
quercitine (b).
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