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« Nul n’a le droit d’effacer une page de I'histod@n peuple car un peuple sans histoire est
comme un monde sans Ame » ; c’est au travers de phtase régulierement citée par un
célébre éditorialiste que nous voulons attiretéiation sur 'importance de la préservation du
patrimoine historique d’'un peuple.

En nous inscrivant dans cette logique il ne nousne besoin de faire les éloges de
'ancienne médina de Fés; la plus belle et la glogoltante médina du Maroc avec un
labyrinthe de 9.500 rues et d’'un millier d'impassggsuillantes de petits marchands. On
pourrait presque lire son histoire sur les facaleses murs étroites.

Son inscription au patrimoine universel de l'huit@ampar 'UNESCO depuis 1981, met
I'accent sur I'urgence quant a la question de gagrwation.

En effet sa traversée du temps lui a laissé begudewicatrices qui sont traitées tant bien que
mal au cours des restaurations trés couteuses.

Par tous ces aspects, la présence des biofilmsimpearct économique considérable. Il est
absolument nécessaire d’éradiquer les biofilmsilles. La lutte contre les biofilms peut se
définir selon deux axes principaux : empécher tenfdion de biofilms, et lorsqu’ils sont déja
présents, les détruire.

C’est pourquoi nous essayons de contribuer a semagion en nous attaquant aux biofilms
qui causent d'immenses dégats sur toutes les gtescen bois et nhotamment en bois de
cedres.

Ainsi, tout au long de notre travail, nous nou®eférons d’apporter notre contribution dans
la lutte contre les biofilms ; ainsi dans un prentemps nous étudierons I'évolution des
caractéristiques physico-chimiques de la surfacebois de cedre commercial a I'étape
d’adhésion des spores de champignons : ce votsiste a déterminer si I'étape d’adhésion
est catalysée par une modification physico-chimideda surface du bois par les spores qui
s’y déposent.Puis nous testerons, dans un deuxiemes, le potentiel antiadhésif de deux
huiles essentielles et de leurs principes majoeisad cette méme phase si cruciale d’adhésion
des spores afin d’'amorcer une lutte préventive &alzedétérioration du patrimoine historique

et millénaire de notre chére médina.
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7 Les biofilms -

1) Définition -

Dans les écosystemes naturels, les micro-organismant généralement au sein de
communautés microbiennes appelées biofilms. Urilimadst constitué de micro-organismes
adhérant a une surface ou une interface en milienide ou aqueuxJosterton et al., 1994

on parle alors de communautés microbiennes ses€itss micro-organismes sont englobés
dans une matrice généralement constituée de pabgméxtracellulaires ou EPS
("extrapolymeric substances") sécrétés par ces mémwo-organismes. Les EPS renferment
en majorité des polysaccharides macromoléculairen enoindre mesure des protéines, des
lipides et acides nucléiquesl¢mming et al., 1999 ; Sutherland, 2001

La formation de biofilm est un phénomene trés comratila majorité des matériaux en
présence d’humidité sont contaminés par des migaepdsmes. Les communautés
bactériennes ainsi formées peuvent étre considé@@asne des « refuges » vis a vis des
phénomeénes de compétition, de prédation et destmmral environnementales défavorables
(Korber et al. 1995).

2) Les Flapes de la formation de biofilm :

La formation d'un biofilm sur une surface, est ksultat d'un ensemble de processus

physique, chimique et biologique, et comprend cuétapes successives (Busscher, 1995) :
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Fig. 1. Etapes de la formation d’un biofilm :a) Le transport des microorganismes, b)
L’'attachement des microorganismes sur la surfackaaonsolidation,d) La colonisation du
support.

a) Transport .

Toute adsorption de microorganismes a une surfagpose le rapprochement de ceux-ci du
support. Le transport des microorganismes versuttase peut étre correctement décrit en
terme de diffusion pour les particules de petitgdes (0,01 a 0,Jum) (Dickinson, 1982 ;
Macguire & Krisdhasirna, 1992). Pour des particalegyrandes tailles (0,5 a jih), comme
pour la plupart des microorganismes le transpopedd des conditions hydrodynamiques.
Lorsque les forces de cisaillement sont nulles aiblds (en conditions statiques ou en
ecoulement laminaire) les particules peuvent segmer de la surface par différents
mécanismes (Characklis, 1983 ; Marshall, 1986 r&idiset al, 1990) :

Sédimentation :Ce phénoméne est d( aux forces de gravité et dgmiépondérant en cas
d’agrégation ou de floculation des particules. KBan & Daniels, 1991 ; Banks & Bryers,
1992)

Mouvement brownien : Chaque molécule ou chaque particule immergée dansilieu
liquide présente une énergie de Brown (Van Oss5)199

Ce mouvement brownien peut a lui seul provoqueddaorption spontanée de particules
adsorbées a une surface si les forces d’adhésitnpso ailleurs suffisamment faibles. Ces

forces sont négligeables dans le cas de partidel@mension supérieur guin.
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» Chimiotaxie : Ce mécanisme apparait lorsque les microorganisnodslan flagellés sont

capables de se déplacer vers des substanceswvestriéilles que les acides aminés ou les
sources du carbone (sucres) grace aux signauxtéetpar l'intermédiaire de récepteurs

spécifiques.

) Attackement

Cette étape peut étre considérée comme étape-di fdemation des biofilms, vu qu’elle

traduit I'affinité des microorganismes pour un dudis Plus cette affinité est grande, plus la
formation des biofilms est favorable. Elle peueétivisée en deux étapes principales :

- L’adhérence, correspond a une adsorption réversible des esll@ette étape ne fait
intervenir que des processus physiques (interactioglectrostatiques,
électrodynamiques), et dépend de la nature du suppale son conditionnement
préalable (présence de tubercules de corrosiorexsmple). Les microorganismes
ne sont fixés que de maniere réversible au supi®de détachent facilement sous
I'action de contraintes hydrodynamiques imposéedepailieu. Cette phase est en
général aspécifique et de courte durée (5 a 1Ghe(Bauthieet al, 1989).

- L’adhésion ou fixation irréversible des bactériescette étape est plus lente que la
précédente, l'irréversibilité de I'adhésion faisappel au métabolisme bactérien. En
effet, la sécrétion d’exopolyméres par les micraaigmes leur permet de
consolider leur adhésion au support, formant autleuta bactérie une enveloppe,

appelée glycocalix.

c) Consolidation .

La consolidation de l'adhésion est réalisée pasylathése de composés extracellulaires.

Plusieurs études ont indiqué que I'attachementsaufaces commence par un changement
phénotypique de la cellule bactérienne qui favoFettachement et entraine linitiation des
microcolonies (Caldwelkt al, 1983, Caldwell & Lawrence, 1986) et par conséguan

formation de biofilm.
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) Colonisation .

Dans des conditions favorables, lorsque les migamismes sont fixés de maniéere
irréversible au support, ils peuvent se multip{em quelques heures ou quelques mois selon
la quantité de matiere organique biodégradableodibfe et le taux d’oxydant résiduel). Il y a
alors accroissement de la biomasse et production métabolites sécrétés par les

microorganismes.

Cela dit, le cycle de la formation des biofilmsst'eomplet que lorsqu’une derniére étape dite
de "dispersion" au cours de laquelle la structuréidfilm arrivée a maturation, s’éclate et les

microorganismes, libérés, se refixent ailleurswsusupport afin de reprendre les étapes.

3/ Interactions physico-cAimigues responsaples de

[adhésion microbienne

Une fois les microorganismes arrivés a proximité dgerfaces, ils adhérent initialement par
lintermédiaire des interactions physico-chimique£es interactions comprennent
essentiellement (Van Oss, 1996) :

les interactions de van der Waals ;

les interactions électrostatiques ;

et les interactions acido-basiques (donneur - deaep’électrons au sens de Lewis).

7. Biofilms, degradations et moyens ae lutte . (cas genéral)
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Les biofilms sont a l'origine d’'un certain nombre dégradations (batiments, corrosion et

perforation de la cogue des bateaux, altératiormdehines...) et ont par conséquent un

impact économique important. Les facades de nombb&timents sont attaquées par des

algues et des champignons organisés en biofilnenteainent d'importantes dégradations.

Les réparations nécessaires représentent un cpattant (Wanner, 2006).

Les biofilms peuvent étre en grande partie élimigéice a l'augmentation de la vitesse

d’écoulement des effluents qui permet d’amplifier disaillement et donc de détacher le

biofilm. Le nettoyage mécanique reste donc I'un oes/ens les plus efficaces pour lutter

contre les biofilms indésirables (Wanner, 2006edt nécessaire de développer des moyens

de lutte efficaces et pérennes contre la formad®miofiims. De maniére croissante ces dix

dernieres années, les recherches concernant leensiaje lutte contre les biofilms se

multiplient.

Compte-tenu de l'importance considérable des Iongfiet des problemes qu’ils posent, de

nombreuses pistes de recherche sont consacréstt@ keontre la formation des biofilms. Ce

sont souvent les nouvelles technologies qui solitéds.

a) Les nouvelles techinologies au service de la (utfe contre les

biofilms -

Il existe des revétements destinés aux biomatéiiimpiantables, comme les sondes
urinaires ou les cathéters veineux centraux, qubéamment I'adhérence des micro-
organismes. Des molécules chargées retardentdadixde ces derniers par le jeu de
forces de répulsion. Les antibiotiques ou le systdmmunitaire auraient alors le
temps d’agir contre les micro-organismes non fi@snlan, 2008). Cette technique
de lutte contre les biofilms reste néanmoins pé&uagfe car la matrice extracellulaire
qui se forme autour des protheses peut elle-mémaeirétiatrice de la formation de
biofilms (Bury-Moné, 2007) ;

Pour inhiber I'adhésion des micro-organismes, out peiliser la vaccinologie. Des
vaccins sont actuellement en cours de développermamime par exemple les vaccins
contre les caries, dirigés contre Streptococcusinsu{Bury-Moné, 2007). Le but de la

vaccinologie est de former des IgA qui vont inhiles phénomenes responsables de
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'adhésion des micro-organismes (Donlan, 2008)tad&s vaccins ont été efficaces
sur des modeles animaux, mais beaucoup reste enpooaiver (Otto, 2008) ;

- On peut aussi essayer d’agir au niveau des mokeasdesignalisation du quorum
sensing, afin de perturber I'architecture du biofét ses propriétés d’antibiorésistance
(Donlan, 2008 ; Tomlin, 2005). Cette méthode sertrigle prometteuse ; Elle est, entre
autre, utilisée en aquaculture et dans les revétentes bateaux. Des études sur les
mécanismes d’inhibition de la formation de biofilmst été réalisées sur une algue
rouge,Delisea pulchracar elle ne porte aucun biofilm a sa surfacee Bécrete des
furanones, qui sont des homologues des homosérioeks, substances exercant un
contr6le inhibiteur sur la communication bactérieifBury-Moné, 2007) ;

- On peut lutter contre la formation de biofilms enhibant la synthese des
exopolysaccharides de la matrice. Certaines soucleephages &nterobacter
agglomerangroduisent une enzyme capable de détruire la ceatsitracellulaire puis
d’infecter et de lyser les bactéries du biofilm (Bivloné, 2007) ;

- L'utilisation d'ultrasons combinée a celle des hiatiiques permet d’éliminer des
bactéries Gram-négative planctoniques ou sous fden®ofilms (Donlan, 2008) ;

- Les recherches en génie génétique consistent arobelr des genes spécifiguement
exprimeés au sein des biofilms afin de créer de albew cibles (Donlan, 2008).

- Enfin, une méthode plus traditionnelle, mais aydéjg fait ses preuves, consiste a
appliquer de I'huile sur la matiére a conserveinahts, table de travail,....etc) afin

d’empécher le développement des microorganismes.

77, La Degradation du pois -

La décomposition est un phénomene complexe influgrar l'activité et la demande en
nutriments des hétérotrophes, par les conditiong@mementales régulant ces activités et
par des différences dans la sapidité et le conégnoutriments des tissus selon les especes,
ainsi que par la mobilité des éléments nutritifeg&et al.,1973).

Ainsi donc le bois est dégradé par les microorgaess plus ou moins vite en fonction de

différents paramétres et notamment 'lhumidité.
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Parmi ces micro-organismes, les champignons jouentdle majeur (Swift, 1982). Les
champignons sont des eucaryotes filamenteux asamig axiale et apicale, et leurs hyphes
sont équipés d’enzymes sur toute leur longueur ewlement a I'apex de ces derniers
(Reisinger et Kilbertus, 1980). La fragmentation Hais permet donc une meilleure
pénétration des hyphes fongiques (Allison, 1973).

On peut classer les champignons décomposeurs dighaiois types:

» Les champignons de pourriture moll€e sont surtout dedscomyceteset des

Champignons Imparfaits (Dommergues et MangenotQ;1¥@Aarik, 1974; Kirk et
Farrell, 1987; Erikssoat al.,1990).
» Les champignons de pourriture brun€e sont généralement d@asidiomycetest le

mode d’attaque est caractérisé par une importaggeadation de la cellulose et des
hémicelluloses qui sont métabolisées. Les champmgrae pourriture brune sont
essentiellement associés aux Gymnospermes et sgenient minoritaires
comparativement aux pourritures blanches (Eriketat., 1990).

> Les champignons de pourriture blanch&e sont surtout désasidiomycetest ce sont

les organismes les plus efficaces pour dépolynrélaskgnine (Toutainet al., 1981,
Erikssonet al.,1990; Haider, 1992). Les pourritures blanches dsént rapidement le
bois et s'établissent dans toutes les cellules ydeéme (Erikssoret al., 1990). Ces
champignons dégradent simultanément la cellulodesetbhémicelluloses ainsi que la
lignine qui sont alors métabolisées (DommergueBlatgenot, 1970; Kirk et Fenn,
1982; Erikssoret al.,1990).

Coriolus versicolor (L.) Quélet est I'un des basidiomycétes les plusnmons dans
I'altération du bois d’oeuvre. Champignon de pdurg blanche, il cause la dégradation aussi
bien de la lignine que de la cellulose et de I'iegthillose (Dumonceaux et al., 1998 ; Tanaka
et al., 1999). Il produit diverses enzymes fonggwextracellulaires dont la laccase, la
peroxydase et la cellobiose déshydrogénase quilssrlus importantes dans le processus
lignocellulotique (Archibald et al., 1997).

Les ventes semestrielles du bois d’ceuvre au mantéational sont estimées a plus de six

milliards de dollars US. Ce secteur est dominé Ipabois traité aux benzimidazoles, au



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES
Département de Biologie

FST FES

chromate acide de cuivre (CCA), a l'arséniate dereuchromé (ACC) et a I'arséniate de
cuivre et zinc (ACZA), des fongicides dont I'usags de plus en plus dénoncé en raison de
leur grande toxicité (Deferera et al.,, 2000). Ensplun sérieux probleme se pose sur
I'efficacité de ces produits chimiques et qui cetesiau développement de la résistance par les
champignons pathogénes (Deferera et al., 2000). &xa, le développement de nouveaux
produits de protection du bois d'ceuvre ayant porincipes actifs des biomolécules
naturellement présentes dans les plantes aromatefumédicinales peut s’'inscrire comme
une solution écologique a un colt moindre (Halukl €t1998).

Les huiles essentielles de nombreuses plantesdsgrhues populaires ces dernieres années
et leurs principes bioactifs ont conquis récemnmusieurs secteurs industriels (Ismaiel et
al., 1990 ; Paster et al., 1990 ; Mahmoud, 199dam et al., 1998).

V. LES HULFS FSSENTTELLES

a) Definition .

La norme AFNOR NF T 75-006 définit une huile esmdiet comme: « un produit obtenu a

partir d’'une matiere premiére végeétale, soit para@émement a la vapeur d’eau, soit par

hydrodistillation. L’huile essentielle est séparde la phase aqueuse par des procédés
physiques.

Une huile essentielle ou huile aromatique est domcmélange complexe de substances
organiques aromatiques et liquides qu'on trouveiraément dans diverses parties des

plantes aromatiques.

Le terme « huile » s’explique par la propriété quésentent ces composés de se solubiliser
dans les graisses et par leur caractére hydropheberme « essentielle » fait référence au

parfum, a 'odeur plus ou moins forte dégagée paladnte.

Bien que ces plantes ne représentent que 1% desesspégétales, certaines familles se

caractérisent par le grand nombre d'espéeces acessgun'elles regroupent ; en particulier les

Labiés (Thym, Menthe, Lavande, Origan, Sauge, etc.), Qesbelliferes(Anis, Fenoulil,
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Angéliqgue, Cumin, Coriandre, Persil, etc.), Ibyrtacées (Myrthe, Eucalyptus) et les
LauracéeqCamphrier, Laurier-sauce, Cannelle) (Benayad8200

Ces huiles sont trés concentrées, volatiles, dessib la chaleur et sont classées parmi les
meétabolites secondaires. Leur synthese et accupnls¢ font généralement au niveau des

structures histologiques spécialisées, souvenlisées sur la surface de la plante.

b) Proprietes des fiuiles essentielles

Les huiles essentielles possedent de nombreuséstéactbiologiques ; Elles ont des
propriétés et des modes d'utilisation particuli€s. qui a donné naissance a une nouvelle
branche de la phytothérapie : 'aromathérapie @Reteet al., 2002).

Cependant, elles possédent également des propeptiexiques qui les rapprochent donc
des désinfectants en tant qu'agents antimicroldid¢augye spectre (Hernendez, 2005).

Du fait de la variabilité des quantités et des ifgafes composants des HES, il est probable
gue leur activité antimicrobienne ne soit pas latble a un mécanisme unique, mais a
plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Caet al, 2002).

Le mode d’action des HES dépend en premier lieutyjhe et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriétdrbphobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane dellale bactérienne. Cela peut induire

un changement de conformation de la membrane éCak 2000; Carsoet al, 2002).

¢/ Caracteristiques chimiques :

Elles sont composées d’'un mélange hétérogene crenptruvant contenir plusieurs dizaines

voire des centaines de constituants dont les temelatives peuvent varier de I'état de trace a
plus de 90% et sont subdivisées en deux grandefieamles composés terpéniques et les
composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

Les terpénoides qui possédent un réle écologigise des interactions végétales, comme
agents allélopathiques, c’est-a-dire inhibiteur lde germination, mais aussi lors des

interactions végétal-animal, comme agent de prioteatontre les prédateurs tels que les
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insectes. lls interviennent également, par leursumsl caractéristiques, dans I'attraction de
pollinisateurs.

Il y a également en faibles proportions dans lastitution des huiles essentielles des acides
organiques des cétones de faibles poids molécuddides coumarines volatiles (Paris et
Hurabielle 1981).

Néanmoins, certains composés phénoliques de beds pmléculaire comme le thymol et le
carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries paidixatix protéines et aux lipopolysaccharides
pariétales grace a leurs groupes fonctionnelsteindte ainsi la membrane intérieure plus

vulnérable (Dorman et Deans, 2000).

@) Caracteéristiques pAysico-chimigues

En ce qui concerne les propriétés physico-chimigiesshuiles essentielles forment un
groupe tres homogéne (Bernamt al, 1988 ; Bruneton, 1993). Les principales
caractéristiques sont :

- Liquides a température ambiante ;

- Nont pas le toucher gras et onctueux des huikesfi

- Volatiles et tres rarement colorées ;

- Une densité faible pour les huiles essentiellesté teneur en monoterpénes ;

- Un indice de réfraction variant essentiellementcal@eteneur en monoterpenes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpé&lmesera un indice éleveé,
cependant une teneur élevée en dérivés oxygéndsimadeffet inverse ;

- Solubles dans les alcools a titre alcoométriqueéélt dans la plupart des solvants
organiques mais peu solubles dans l'eau ;

- Douées d’'un pouvoir rotatoire puisqu’elles sontrfées principalement de composés
asymetriques ;

- Tres altérables, sensibles a I'oxydation et ondaee a se polymériser donnant lieu a
la formation de produits résineux, il convient alate les conserver a I'abri de la

lumiére et de I'air.

e) Activite antifongique
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Ainsi l'activité fongistatigue des composés aromadis semble étre liée a la présence de
certaines fonctions chimiques (Vouketial, 1988). lls concluent que les phénols (eugénol,
chavicol 4-allyl-2-6-diméthoxyphénol) sont plus ifotgiques et que les aldéhydes testés
(cinnamique et hydrocinnamique). lls présententedgant des propriétés fongistatiques tres
marquées. Les groupements méthoxy, a l'inversesemeblent pas apporter a ce type de
molécules une fongitoxicité significative. Cettdizitd est estimée selon la durée d’inhibition

de la croissance déterminée par simple observatiacroscopique. L’activité antifongique

décroit selon le type de fonction chimique :

Phénols> Alcoolss AlaenydessCetonesS Fthers Hydrocarbures

Parmi les aldéhydes aliphatiques, le cinnamaldélsydst révélé le plus actif. En ce qui
concerne les composés phénoliques, I'activité amgijue augmente avec I'encombrement

stérique de la molécule (p-n-propylphénol > thym&beugénol> eugénol) (Ultrest al,2002).
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7. MATERIFLS FT MFTHODES

A Malteriels .

1. Les Souches fongiques et conditions de cullure
Toutes les souches de champignons sur lesquelies awmns travaillé avaient été isolées et

identifiees au sein méme de notre laboratoire @rBes bois prélevés dans des habitations en
dégradation de I'ancienne médina de Fés. Il st

* Penicillium commune;

» Thielavia hyalocarpa ;

* Penicillium chrystosum;

* Penicillium commun;
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* Penicillium expansum.
Ces souches peuvent dégrader, du fait de leur it@@aadhérer au bois, les macromolécules
de ce dernier (cellulose, hémicelluloses, ligninegrgce a leur potentiel enzymatique et les
utilisent comme substrat pour leur croissance.
Etant donné que nous travaillons sur des champgnouns avons choisi I'Extrait de Malt 2%
comme milieu de culture aussi bien pour le repiguage pour les différents tests réalisés ;
sous la forme liquide (tubes) ou gélosée (boitegélee). (Voir Annexel)

2. Support utilise .
o Origine et Dimensions :

Le support utilisé ici dans notre étude est le beixedre local qui est largement utilisé dans
la construction des habitations a I'ancienne médieaFes afin de travailler dans les
conditions les plus proches du terrain. Cela ditsnavons pris la peine de passer quelques
recommandations aux artisans qui nous I'ont foarsavoir :
> de les découper dans des dimensions qui nous peaiaet d’'incuber les morceaux de
bois sans difficultés dans les boites de pétriasia@onc les dimensions sont de :
v pour le test d’Adhésion : Longueur : 3,2cm ; lamgelcm ; épaisseur : 0,4cm ;
v' Et pour le test d’Inhibition: Longueur : 4,8cmardeur: 1cm; épaisseur :
0,4cm.
» Puis de les polir afin que les tests réalisés nenspas affectés par lirrégularité des
surfaces de ces morceaux de bois (facteur tresrienyip

3. Huiles Fssentielles et Principes Majoritaires

Les huiles essentielles les plus étudiées dans itlérature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennerd &armille desLabiatae : thym, origan,
lavande, menthe, romarin, sauge, etc... L’esseadbyin est souvent rapportée comme étant

parmi les huiles les plus actives (AgnihotriA. 0320 et Bourrel C. , 1993).
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Etant donné la grande complexité de la compositieémotypique des huiles essentielles,
malgré de possibles synergies certains auteurerpréf étudier I'effet d’'un composé isolé
pour pouvoir ensuite le comparer a I'activité glebde I'huile.

C’est également dans cette optique que nos redser@ht été orientées ; ainsi donc nous
avons choisi de tester comme huiles essentiellzggbn et le Thym extraites respectivement
de I'Origanum vulgare et du Thymus vulgaris et caaprincipes majoritaires le Thymol et le
Carvéol.

L’huile essentielle d’Origon vulgare est tres éagdet surtout trés utilisée. En fonction de son
origine sa composition est trés variable (Veres KIR003). Par conséquent, le rendement
fluctue aussi fortement (B.M. LAWRENCE.1984 rappodes chiffres allant de 0,5% a 2,9
%).

Le Thymol est un constituant majeur des huilesrdgdles du Thym (Thymus vulgaris et
Thymus pigeloides). Le thymol utilisé seul montreeuactivité significativement plus forte
gue I'huile essentielle du Thym (Thymus vulgarig) s especespergilus Penicillium
Cladosporium Trichoderma Rhizopus et MucorGlobalement il a été rapporté dans une
étude que le thymol a une activité inhibitrice sréois plus forte que I'huile de Thym prise
dans son ensemble (Klaric MS. Et al. 2006).

Dans des préparations pharmaceutiques, les tergg@mliques, comme le thymol et le
carvacrol, sont souvent utilisés comme antiseptigutibactériens et antifongiques. Le
thymol est tres irritant, astringent et caustiqueedose de thymol applicable sur la peau et les
mugueuses est de 0,5%. Ingéré a la dose de 2 lus dortes doses, il est responsable de
gastralgies avec nausées(Zambonelli A. et al4R00

Le thymol est sous forme de poudre cristallisé, neist en émulsion dans un bain-marie a
50°C puis, mis a une concentration de 10% dansalugion de 0,2% d’agar (solution mere)

Le carvéol, lui, est utilisable directement.

7 Meéthodes

1. Conservation des souchies . (voir Annexe 2)

2. Lavage et Préparation di support :
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Les morceaux de bois de cedre commercialrécupéexsles artisans, polis et taillés dans les
dimensions indiquées précédemment, sont lavés eplBses avec de l'eau distillée puis
séchés, numérotés et emballés séparément dans pier aduminium pour stérilisation

classique par autoclavage.

3. Méthode d’Adhésion .

L'objectif de notre étude étant de lutter contrefdamation de biofilms en s’attaquant a
I'étape de l'adhésion ; il nous était d’abord imgidrde nous assurer que ces souches de
champignons que nous étudions pouvaient bien fraaglec succes la premiere étape de la
formation des biofilms. Nous avons réalisé ce ééathésion en appliqguant séparément les
spores de chacune de nos souches sur la faceaupédies morceaux de bois ; Et pour cela

nous avons procédé aux manipulations suivantes :

a. Cullure des souches .

Tout au long de notre travail, la culture et le mi@n de nos cing souches ont été réalisés
dans la gélose a I'Extrait de Malt 2% telle querilégar Zyani et al.2011, en procédant a des
repiguages par des stries trés serrées dans teéditénir, au terme de l'incubation de 7jours

a 30°C, un tapis fongique complet qui nous fourhira maximum de spores.

b. Récolle, concentration et complage des spores .

La récolte des spores est realisée dans une soligicKNG a 0,1 M en raclant la surface du
tapis avec un racloir en verre. Elle joue un ribés important car elle nous permettrait
d’éliminer les effets des interactions Electrosjiagis, dont nous ne disposons pas de I'appareil
adéquat pour la mesure afin, qu’ils ne perturbastlp bon déroulement de I'expérience. La
préparation de la solution de KN@onsiste a dissoudre 5,055g de KNé&h poudre dans
500ml d’E.D.S et est utilisable aprés autoclava@@@C pendant 15minutes.

Nous avons réalisé la suspension de spores derahdes souches fongiques dans deux tubes

de centrifugation de 50ml puis procédé a la comagah des spores par centrifugation a
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10000rpm pendant 15min a 4°C (El Abed S. et al0208lous avons par la suite versé les
surnageants (KNO3) et mélangé les culots des deb&st pour obtenir une plus forte
concentration de spores.

L’étape du comptage est réalisée au grossisserd@ntix microscope optique a I'aide d’un
hématimétre (Malassez) en y déposant un volumedde 1I5ul de la suspension de spores et
en la recouvrant d’'une lamelle. Il est questionlpauite de totaliser les spores présentes dans
chacune des vingt petites cellules qui occupentalame de 0,2 mr et d’en fin obtenir,la
concentration des spores dans 1ml. Notre object# stade est d’arriver a des concentrations

comprises dans l'intervalle de 18 16 spores/ml.

¢. Cinétigue dadhésion :

Les morceaux de bois lavés, séchés et numérotésgispnsés et collés dans les petites boites
de pétri. A cette étape, pour chacune des soudueeés, nous avons mis 6 bois qui
correspondent respectivement a des temps d’'inarbde 2h, 4h, 6h, 8h, 10h et 24h. Puis la
suspension de spores réalisée précédemment estecdahs ces boites de pétri jusqu’'a
immersion totale des morceaux de bois. Notre olfjétait de déterminer si au cours du
temps la physico-chimie de la surface du boistad@e modifiée ou pas.

Ainsi, au terme des temps indiqués, un morceauotke dst retiré de chaque boite de pétri
correspondant a chacune des souches puis rincs@tggempérature ambiante dans une boite
stérile pour séchage pendant une nuit.

Dans certaines études les chercheurs avaient nusreact le bois avec un volume de 10ml
de leurs suspensions microbiennes pendant 10 If@ ;28t avaient ensuite éliminées les
cellules non adhérées en ringant manuellementlieatBment le substrat trois fois avec de
l'eau distillée stérile (Herald et Zottola, 1988gBdet etal .1999, Hamadi et al. 2005).

d Mesure de [(Angle de Contact ;

La mesure d'angle de contact rend compte de Udptitl'un liquide a s'étaler sur une surface
par mouillabilité. La méthode consiste a mesuggrgle de la tangente du profil d'une goutte
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déposée sur le substrat, avec la surface du stubBtla permet de calculer I'énergie de

surface du liquide ou du solide.

o  Principe
Une goutte d'un liquide déterminé (nous avons sdilipour notre étude I'Eau, le
Diodométhane et le Formamide) est déposée sur unfecs solide plane. Une photo de la
goutte est prise a incidence rasante. Aprés nuatiénmsdu contour de la goutte, I'angle que

fait la tangente a la goutte au point triple solideide-gaz et la surface solide est calculé.

Cet angle est appelé angle de contagt (

Plus le matériau mesuré a d’affinités avec le tiguiplus la goutte va s’étaler et I'angle de
contact sera faible. Moins il y a d'affinités enteesolide et le liquide plus la goutte restera

sphérique et I'angle de contact sera éleve.

La Photo du dispositif de I'appareil de mesure’dedle de contact est présentée ci-dessous :
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Fig. 2: Photo du dispositif de I'appareil de mesure’dedle de contact

La mesure de cet angle nous donne deux types mifiafmn :

Déterminer l'affinité d'un liquide vis-a-vis d'urerface, dans le cas de l'eau, le
caractére hydrophobe (grand angle, faible énergieswiface) ou hydrophile (petit

angle, grande énergie de surface) de la surface.

Si on utilise plusieurs liquides de référence défds, on peut accéder a I'énergie libre
de la surface, tout en discriminant les composapt#daires ou apolaires de cette
énergie en utilisant le modele de Good Van Ossetui de Owens et Wendt.

Le logiciel WINDRORP installé dans I'ordinateur pesnde mesurer les angles de chaque cote

de la goutte (a Droite et & Gauche) par traiterderiimage.

Tableau 2:Caractéristiques énergétiques (mJ.m-2) de liquules utilisés pour mesurer les

angles de contact (Van Oss 1996)

Liquides yLW (mJ.m-2) v+ (MJ.m-2) y— (MJ.m-2)
Eau 21,8 25,5 25,5
Formamide 39 2,3 39,6
Diiodomethane 50,5 0 0

e. Calcul de [énerygie de surface .

La forme d'une goutte a la surface d'un solideéggt par 3 parameétres :

La tension interfaciale solide-liquig&SL ;

- Latension interfaciale solide-vape@8V (yS) ;

- Latension interfaciale liquide-vapeyltV (yL).

Ces trois grandeurs sont reliées par I'équatioialeng- Van :
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4 Meéthode d infitbition

a. Prétraitement des morceaux de Pois .

Nous avons procédé de deux facons :

v' D’abord nous avons ajouté 10ul (ou a 10% pour lenidl) d’huile essentielle a un
volume de 11ml d’Agar a 0,2% (Remmal et al. 1998fisant pour immerger les
morceaux de bois. Puis aprés une bonne agitation jpomogénéiser, nous avons
coulé le tout dans les boites de pétri dans lelgpisbnt disposés les morceaux de
bois. Enfin nous les avons pré-incubés pendant &mgérature ambiante au terme
desquelles, ils sont rincés et mis dans des beitaes pour séchage overnight. Le
bois est alors prét pour la phase du test d'adhédsitendemain ;

v Puis nous avons opté pour un prétraitement dire@st-a-dire nous avons appliqué
différents volumes de 50ul ; 40ul; 30ul ; 20uDul et 5ul des huiles essentielles et

leurs principes majoritaires directement sur lesasaux de bois. Les H.E. étant
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hydrophobes,s’étalent sur toute la surface du jba'®st pourquoi nous avons
demandé a nos artisans fournisseurs, d’augmenterode la taille des morceaux de
bois utilisés pour les tests d’inhibition : La pbatu test d’adhésion est tout de suite

amorceée.

b Incubation .

L’incubation des morceaux de bois prétraités agesolution de spores, est réalisée telle que

décrite précédemment pour le test d’adhésion pénotendurée de 10h a 30°C.

c. Détermination de la CMI . (souches Planctoniques)

Nous avons opté pour la technique des disques gierp&/atman. Nous avons préparé des
cultures liquides de chacune des souches fongidaes de I'extrait de malt (7 jours a 30°C

sous agitation) dont nous avons étalé 100ul sumdisux gélosés ; puis apres disposition
des disques nous y avons déposé 5ul de différdiltemns des H.E. 1/500 ; 1/400 ; 1/300 ;

1/200 et 1/100 réalisées dans de I'Agar a 0,2%ldPsauite aussi procédé a d’autres dilutions
moins importantes de l'ordre de 1/80; 1/60 ; 1/4A@20 (et 1/10 et 1; 1/2; 1/4; 1/6 et 1/8

pour le Thymol).

Les boites sont scellées a l'aide de parafilm eiclibation est toujours réalisée a 30°C

pendant 7jours.

5 Observation au Microscope Flectronigue d

Balayage Fnvironnemental (M.F.B.Z.)

La microscopie électronique a balayage (MEB ou SEMr Scanning Electron Microscopy)

est une technique de microscopie basée sur leigeigies interactions électrons-matiere. Un
faisceau d'électrons balaie la surface d'un édlantd analyser qui, en réponse, réémet
certaines particules. Différents détecteurs pemsmettd'analyser ces particules et de
reconstruire une image de la surface. Dans laquatiun grand nombre de constructeurs
proposent désormais des microscopes a balayagepédqude détecteurs d'électrons

secondaires et dont la résolution se situe engte20 nm.

a. Principe General
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Un faisceau trés fin d'électrons, monocinétiquégibda surface d'un échantillon sur laquelle
se produisent des interactions détectées par utewapui contréle la brillance d'un
oscilloscopecathodique dont le balayage est synd@avec celui du faisceau d'électrons. |l
est ainsi possiblede comparer le MEB a un systeariéldvision en circuit fermée.

La figure A.1 montre le schéma de principe d'un MEBIne sonde électronique fine
estprojetée sur I'échantillon a analyser. L'intéoac entre la sonde électronique et
I'échantillongénére des électrons secondaires,adeebénergie, qui sont accélérés vers un
détecteur d'électrons secondaires amplifiant leasigh chaque point d'impact correspond
ainsi un signal électrique.L'intensité de ce sigilattrique dépend a la fois de la nature de
I'échantillon au point d'impactqui détermine ledement en électrons secondaires et de la
topographie de I'échantillon au pointconsidéréstlainsi possible, en balayant le faisceau sur
I'échantillon, d'obtenir une cartographiede la Zoakayée.

La sonde électronique fine est produite par un ianélectrons qui joue le r6le d'une source
réduite par des lentilles électroniques agissasvawis du faisceau d'électrons comme des
lentillesconventionnelles. Des bobines disposékmdes deux axes perpendiculaires a l'axe
du faisceau et parcourues par des courants syrissopermettent de soumettre la sonde a un
balayagedu méme type que celui de la télévisiors lemtilles électroniques, qui sont
généralementdes lentilles magnétiques, et les bshie balayage forment un ensemble que

I'on appelle lacolonne électronique. (Cours de btriR ;CMEBA, Université de Rennes I)

4. Optimisation des parametres .

Dans la deuxiéme phase de notre travail nous aywosédé a l'observation de nos
échantillons apres traitement au Centre Universit@iégional et d’Interface (C.U.R.1.) sur un
MEBde typ&Quanta 200 FEI équipé de sonde EDAXour microanalyse de surfaces. |l
présente les performances suivantes:

» Différents modes de vides (High Vacuum, Low VacletrESEM).

» Observations de tout type d’échantillons : isolanhiducteur biologique

» Grossissement optique de 20 a 500000 de fois (@sEEMENt NUMErique)

* Résolution : 3.5nm.

* Tension d’accélération de 0.5 a 30KV
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* 4 axes completement motorisés.
* Analyseur EDAX muni d’un logiciel.
e Genesis 2000i pour intégration avec le Quanta.

» Platine Peltier pour des observations a des tempégavariant de -2 a 60°C.

| B UISERB IR i) | [ n
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Fig. 3: photo du dispositif de I'appareil du MEB du aenC.U.R.I.

6. Quantification de [adhésion avant el apres

trattement par (e logiciel Matlab .

Le logiciel Matlab de version 7. 1 permet de queenti’adhésion en évaluant la surface du

support occupé par les spores ; et par conséqaeemep de déterminer I'efficacité a I'étape

d’inhibition des huiles essentielles et des comptesamajoritaires. Il est obtenu en jouant sur
le contraste de I'image du MEB en visualisant |€age du support en noir et les spores en
blanc ou inversement.

Il y a une autre technique dite classique qui s# uee alternative au MEB pour déterminer le
taux d’adhésion des spores. Elle consiste a d’apardéder au test d’adhésion normalement
tel que décrit précédemment avec une concentratioispores comprise entre’16t 16
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spores par millilitre puis de récupérer au termetelps d’incubation de 10h a 30°Cdes

morceaux de bois le liquide de rincage et de détexmnia concentration de spores restante. La
guantité de spores qui aurait adhérées a la sudiadmis pourra étre estimée par déduction.
Cela dit, cette technique est loin d’étre précisgeenande surtout beaucoup de temps (facteur

crucial dans la recherche).

0

o)

Resuliars et Discussions
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7. Résultats et Discussions .

A Proprietés physico-chimigues et Caracteérisations de la
Surface du substratr et la surface des spores.
nydrophovicite el caractére  donneur-accepteur
d électrons.

Telle que mentionné dans la partie précédente deaapeort, nous avons déterminé
I’hydrophobicité par la méthode de I'angle de cohigui est une méthode simple et rapide.
Les propriétés acido-basiques des échantillonsauenhues a partir des mesures d’angles de
contact effectuées avec de I'Eau, du Diiodométlermel Formamide.

Les graphes 1, 2, 3, 4 et 5 suivants regroupent, gltacune des souches de spores et le bois
de cedre, les résultats des mesures des anglesnticts des trois solutions ainsi que les
composantes de Lifshitz-Van der waalg"), donneur d'électronsy] et accepteur
d’électrons ¥, obtenus par calcul a partir de I'équation de ¢dfan Oss (1988) ; cela afin
de mieux observer I'évolution de la physico-chimie la surface du bois tout au long du
temps d’incubation de 24h, c’est-a-dire le temp=ersaire pour I'adhésion des spores. En fait
au départ nous comptions également établir undigireéde I'adhésion de nos différentes
souches sur le bois de céedre, mais il s’agit pesirésultats que nous avons de lI'impact de la
variation des parametres physico-chimiques de téasel du bois et non d'une cinétique

d’adhésion des spores.
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Selon Vogler (1998), la surface des matiéres biglogs sont dites hydrophobes lorsqu’elles
présentent des valeurs de I'angle de contact akeaa lsupérieures a 65° ; et elles sont dites
hydrophiles lorsque I'angle avec I'Eau est inférial65°. De méme qu’une valeur positive de
AGiwi signifie que la matiére biologique est hydrdphet une valeur négative indique qu’elle

est hydrophobe.

1. Caractéristiques pAysico-chimigues du bois .

Le tableau 3suivant regroupe les caractéristiubgsipochimiqgues de la surface de
'échantillon du bois de cédre commercial que na@awens analysé au sein de notre

laboratoire.

Tableau 3Caractérisation de I’'Hydrophobicité et composarde I'énergie de surface de la

surface du bois de cedre

Support Angles de Contad) | Tension de Surfaceomposantes
utilisé : et parametres (mJ.m-2)
ow OF 0D yLW v+ Y— AGiwi
Bois de
cedre
commercial | 123,11 296 | 17,2 | 48,4526109 10,5900511 40,717412§ -1,03

a. Hydrophobicite de la surface du pois de cedre:

En se basant sur le principe de Vogler, énoncédafument, nous pouvons dire que ce bois
étudié présente un caractere fortement hydrophiligé par ud,, -123,1° qui est largement
supérieur a 65° et uAGiwi = -1,03 négatif (inférieur a 0).

Ce résultat n’est pas celui auquel on pourraitexare lorsqu’on sait que le bois est constitue
principalement de cellulose et d’hémicellulose spmt a caractéeres hydrophiles (Okamoto et
al. 2000).
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On peut cependant expliquer cette modification dractere hydrophobe/hydrophile de la
surface du bois en l'imputant aux prétraitementsi¢¢amment a la chaleur) qu’auraient subi

le bois de cédre avant sa commercialisation.

b. Caractere donneur délectrons el accepteur

délectrons di bois ;

Nous pouvons constater selon les résultats corsigaés le tableau 3 que le caractére
donneur d’électrons de la surface du bois est feigtivement plus élevé que I'électron-
accepteur y- = 40,717 yy+ = 10,59 et un caractere de Lifshitz van der Wdeal48,452. Ces
résultats indiqguent donc une basicité de la surface

Les résultats de nos travaux sur le bois sont eiiepen accord avec les travaux de VanOss
(1995) et d’ElI Abed Soumya (2008). lls ont obsete@it comme nous un caractére
hydrophobe du bois mais présentent qu’'un caradkretron donneur-accepteur faible et

relativement proches.

2. Caractéristiques phAysico-chimiques de la surjace

des spores de Thielavia Aiyalocapra:

Les caractéristiques physicochimiques de la surideg spores de la souche fongique
Thielavia hyalocarpasont regroupées dans le tableau 4 (Voir Annexex Byprésentées sur
les courbes du graphel suivant:
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Graphe 1: évolution des parameétres physico-chimiques deittace du bois de cédre et de
celle des Spores de hyalocapra (Pdlb3)

a. Hydrophobicitée de la surface des spores de
Thielavia iyalocapra:

Tout comme pour la surface du bois, celle des sptoet au long des 24h présente des
caractéres fortement hydrophobes tel que représiam® le graphel avec notamment un pic
apres 8h d’incubation.

Certaines études ont montré que c’est aux alenttei®h a 10h d’incubation que les spores
adherent de facon irréversible a la surface du bois

La courbe desAGiwi se maintient toujours dans la zone négativepat conséequent

confirment le caractere hydrophobe de la surfasesgeres d&hielavia hyalocapra

4. Caractéres donneur délectron et accepteur
d électrons des spores de Thielavia hyalocapra -

Les résultats indiquent que les spores de la solitieavia hyalocaprapresentent une

surface a caractere légerement plus électron-dorueélectron-accepteur avec un caractere
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donneur d’électrons plus significatif a 8h. Nousistatons également la constance durant

I'expérience du caractere de Lifshitz van der Waals

3. Caracteristiques physico-chimiques de la surface

des spores du genre Penicillium

L’analyse des graphes2, 3, 4 et 5 suivants quésgmtent les résultats des caractéristiques

physicochimiques des spores du genre Pénicillilermpt une observation assez intéressante

surtout du point de vue comparatif avec la physicoe initiale du bois de cedre que nous

décrypterons au fur et a mesure.

150

~

= 100 ~

£

b

e 50 —bw
3 —Lw
g

: 0 v+
= Oh 2h h 8h 10h  24h —_—-
E 50 \/ — AGiWi
T

o

-100

Temps (h)

Graphe 2: évolution des parametres physico-chimiques @geitface du bois de cedre et de
celle des Spores d& commune
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Graphe 3: évolution des paramétres physico-chimiques d@eittace du bois de cedre et de

celle des Spores d& chrytosum
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Graphe 4: évolution des paramétres physico-chimiques geittace du bois de cedre avec

les Spores dB. commun
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Graphe 5: évolution des parametres physico-chimiques deittace du bois de cédre avec
les Spores dB.expansum
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a. Hydrophobicile de la surface des spores des souches

di genre Penicillium

Au cours de notre analyse, nous ne tiendrons pagpteodes légeres fluctuations dans les
courbes qui peuvent s’expliquer de multiples facares faisons une lecture globale de
I'évolution de nos différents parametres.

Ainsi donc, du point de vue de I'hydrophobicité,usoconstatons toujours un caractere
hydrophobe bien marqué chez les quatre souches.gBiel'angledw de I'eau pour la souche
P. chrystosunm{éw = 73,7) soit trés proche de la limite de 65° ltapar Vogler, la surface
des spores de nos quatre souches du genre Pamailémeure hydrophobe.

Cela est d’ailleurs confirmé chez elles par le m@mdetoutes leurAGiwi en dessous de

zéro tout au long de la durée de I'incubation.

b. Caracteres donneur délectrons el accepteur

delectrons des spores du genre Penicillium :
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L’'analyse des données des tableaux (voir Annexa 8gs graphes nous permet de dresser le

constat suivant :

- La surface des quatre souches du genre Péniciljpdsente des caracteres de
donneurs et d’accepteurs d’électrons assez semabldbh effet, ces dernieres sont tres
faibles et relativement proches sur toute la ddrétest.

- parallélement, nous relevons aussi que la compashntaractére de Lifshitz van der
Waals, elle, s’est maintenue constante chez togemee Pénicillium que nous avons

étudié.

4. Caractéristiques pAiysicochimigues de la surface des spores

descompbinaisons etudiées

En partant du principe que dans la nature leslbisfine sont en aucun cas des structures
homogénes ne renfermant qu'une seule espece nearahi nous avons voulu essayer de
comprendre en commencant déja par des combinaigotisux souches de spores, I'évolution
des parameétres physico-chimiques de la surfaceuns du temps.

Pour cela, nous avons procédé de la méme mani&eaur le test d’adhésion ; Puis les
suspensions de spores réalisées sont d’abord rnééengy/V) dans un méme tube de
centrifugation aprés concentration et comptagessgeses (entre 1Get 1¢ spores/ml) ; puis
coulées dans les boites de pétri jusqu’a immersitate des morceaux de bois.

Les parametres de l'incubation sont les mémes-a‘eire de 30°C et qu’un morceau de bois
est retiré et rincé au terme du temps imparti (ldeed Zottola, 1988 ;Braindet el .1999,
Hamadi et al. 2005).

Ceci n‘ayant jamais été réalisé auparavant, noosns pour la premiéere fois, dans ce
travail,d'évaluer I'impact de la modification de paysico-chimie de la surface du bois de
cedre.

Ainsi donc les tableaux et les graphes suivantsemtént leurs caractéristiques.
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Graphe 6: évolution des paramétres physico-chimiques deittace du bois de cedre avec
les combinaisons de SporesRlexpansum et de P. commun
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Graphe 7: évolution des paramétres physico-chimiques deittace du bois de cedre avec
les combinaisons de SporesTdéhyalocaprat deP. chrystosum
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a) Hydrophoticité de la surface des spores des combinaisons
etudiées

- L’observation globale, des parametres de la condmnades deux souches &e
expansurmet de P. communnous permet de constater un caractére hydropthelbe
surface plus marqué que celui des deux souchesspsisparément ; mais demeure
néanmoins toujours quelgue peu en dessous du @ardgtdrophobe initial du bois de
cedre.

- Contrairement a ce premier constat, le caractedeoppobe de la combinaison des
spores des souches d@e hyalocapraet deP. chrystosumbien gqu’il demeure aussi
hydrophobe car au-dessus de la limite dite de \Ydd!@98) mais s’y rapproche tout
de mémefw = 75°).

Pour ces deux constats I’hydrophobicité est corffarau vue de tous la&Giwi en dessous de

la barre des abscisses.

b) Caracteres donneur et accepteur délectrons de la surjace des

Spores des compimnaisons erudiées

- Tout au long de I'expérience, les graphes indiqugume la surface des spores de la
combinaison des souch®s expansuet P. commurprésente un caractere plus donneur
gu’'accepteur d’électrons. Notons tout de méme gumatactere accepteur d’électrons est,
a terme, quasiment le méme que celui du bois desdedialement contrairement au
caractére donneur qui se retrouve pratiquementtrédumoitié.

- Au niveau de la deuxieme combinaison de sporegys onstatons un affaiblissement
considérable des deux parametres donneur/accapéectrons qui s’annulent presque a
terme.

La composante de Lifshitz van der Waals demeur@uiosi approximativement inchangée

pour les deux combinaisons.
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Discussiorn.

La physico-chimie de la surface du bois de cedteelés modifiee au fil du temps par le
phénomene d’adhésion des spores a sa surface.

Cette question posée au cours de nos recherche® ti@ une réponse.

Les mesures de I'angle de contact de l'eau etrfj@ndibre d'interaction AGiwi) montrent
gue la surface du bois de cédre est bien hydroplodla est en accord avec les travaux de
Meijer et al. (2000) et dSoumya El Abed et al. (20) qui eux rapportent une relative
hydrophobicité.

D’autre part, en ayant pu déterminer et confirneecaractére hydrophobe de la surface a la
fois du bois de cédre et des spores de nos cirapesien plus des deux tests de combinaison,
nous constatons que le caractere donneur d’électi®st considérablement réduit voire
annulé a I'exception de la combinaison de spor€s eegpansunet P. commun

A l'inverse de nos travaux, les recherches de #all€1997) et Braindel (1999a) ont rapporté
gue ce sont les microorganismes hydrophiles qusgoent un caractere donneur d’électrons
important.

Cependant, les travaux de plusieurs chercheurssfidby 1985; Partt-Terpstra et al 1988;
Sjollema et al 1990) indiquent que I'hydrophobie peut pas expliquer les résultats de

l'adhésion microbienne sur un support.

De méme, les travaux de JEFFS (1999) ont montrigscavaient une corrélation positive
entre I'hydrophobicité des spores et les hydratesadbone de surface. En effet, le rapport
hydrate de carbone/protéine avait tendance a @& fpible dans les extraits des spores
hydrophobes que ceux hydrophiles.

JEFFS (1999) rapporte également au cours de seauxague les spores qui étaient
hydrophobes présentaient une surface rugueusestauo@i celles hydrophiles avaient une
surface lisse.

Par conséquent, lorsque nous nous rapportonstéasasix, nous sommes amenés a dire que
les spores de notre collection, y compris cellestdsts de combinaisons réalisées, présentent
une surface lisse et un rapport hydrate de carportéine faible..Sauf peut-étre pour le cas
des spores de la soucRe chrystosum(Pdle9) que nous soupgconnons-devenir hydrophile a
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plus long terme ; mais bien entendu que cela r&sétre démontré lors d’'une étude plus
poussée dans le temps.

Enfin, selon la littérature, les travaux de Hamatial. (2005, 2008), de Henriques et al.
(2004) et de Soumya EI Abed (2010) ont montré @seiriteractions acide-base ont été un
facteur important dans la médiation de I'adhérete® microorganismes a une grande variété
de surfaces dont le bois de cédre.

Quant a ce qui est de nos résultats, ils indigotement une modification assez importante
des caractéristiques acide-base (donneurs/accgpteur

En effet, que ce soit pour nos souches prises é&dagt ou pour les combinaisons que nous
avons réalisés, nous interprétons la modificaties propriétés acides-bases de la surface du
bois de cedre suite a 'adhésion des spore comam éh facteur indispensable permettant a
d’autres microorganismes (sous leur forme sporokéevégétative) n’ayant pas la faculté
d’adhérer au bois de cedre par leurs propres moganadhérer quand méme, dans une phase
secondaire apres la fixation premiére des souahids geuvent.

Notons aussi qu’il s’agit la des résultats d’'urvéiibnouveau jamais encore réalisé et pour
lequel nous n'avons encore aucun €lément de comspargurtout en ce qui concerne la
combinaison des spores.

Bien que les caractéristiques physico-chimiquessnaident a comprendre le phénoméne
d’adhésion elles ne sont toutefois pas les semipBquées pour une adhésion définitive.

En effet Certaines études ont indiqué que la cpalds champignons a s’attacher sur un
substrat est contrélée par des hydrophobines (VatieWet al, 2000b ; Wosten et al 1994).
Selon les données de la littérature, les Ascomgcéitamenteux et les Basidiomycetes
produisent de petites protéines appelées hydropéskgui sont modérément hydrophobes.

Celles-ci contiennent généralement des genes radt{jd/osten, 2001).

B. Observation au Microscope (MFBE)

Cette deuxieme partie de notre travail consiststet I'effet de différentes huiles essentielles
et de leurs principales composantes majoritaire$'é&ape de I'adhésion ; I'objectif étant de

prévenir la formation des biofilms. Ainsi donc, tejue nous l'avions mentionné
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précédemment, nous avons procédé un prétraitereennhdrceaux de bois avec des volumes
précis puis entamé le test d’adhésion des diffésesbuches de spores.

Cependant, nous avons joué sur le facteur du tetapsaitement. En effet, d’une part, la
durée du prétraitement était de 4h et d’autre partest d’adhésion avait été lancé tout de
suite aprés la diffusion de I'huile essentielle Isubois.

Ainsi donc, les images suivantes prises sur lesarddlons présentent, en fonction du
processus de prétraitement opéré, les résultatsaleshes ddhielavia hyalocarpaet de

Pénicillium chrystosum

1. Opservation apreés 44 de Prétratiement

La figure 4 illustre bien I'adhésion des sporedalsoucheThielavia hyalocarpasur le bois
de cedre apres 10h d’'incubation. Sa répartitican sulface du bois est homogene et aléatoire.
On peut méme observer que les spores ce sontifid@sduellement ou par petit groupes de
deux ou trois tel que le confirme I'image de laufig 5avec un plus fort grossissement.

Pour ce qui est maintenant de I'effet d’inhibitiame disposant pas de I'image du témoin
n‘ayant pas subi de traitement, nous pouvons toistefomparer I'effet de l'inhibition des
spores délhielavia hyalocarpgar I'huile essentielle du thym par rapport a somposante
majoritaire le thymol.

Ainsi donc, la comparaison des images des figured 8 avec celui de la figure 6 est
suffisamment concluante d’elle-méme. En effet, sapth de prétraitement nous pouvons
observer la tres forte inhibition de I'adhésion @gg®res deThielavia hyalocarpa due au

thymol par rapport a I'huile de thym dans son eridem
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mode | mag S5/22/2012 _— - — 300 pgm —
5:12: 39 Al

label

Fig. 4: Observation par ESEM de I'inhibition de I'adi@sides spores de

Thielavia hyalocarpasur le bois de cédre aprés traitement (4h) deodat
par le thym (x 3000).

mode | mag S/22/2012

100

e— m—
label

Fig. 5. Observation par ESEM de l'inhibition de I'adhésides spores de

Thielavia hyalocarpaur le bois de cedre aprés traitement (4h) deodeat
par lethym.
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mag O | 5/22/2012
=1 500 x| 5:26:15 Al

Fig. 6: Observation par ESEM de I'inhibition de I'adl@sides spores de
Thielavia hyalocarpasur le bois de cédre aprés traitement (4h) deodat
par le thymol

Les figures 7 ; 8et 9suivantes représentent tromez d’observation des spores de la méme
soucheP. chrystosum la surface du bois de cédre. On constate donctresegrande
concentration a la surface du bois qui a pourtétpééalablement traitée pendant 4h avec
'huile essentielle de I'origon (10ul) ; Et contrinent aux spores deéhielavia hyalocarpa

celles deP. chrystosumsont Iégérement plus regroupées.

mode | mag O | 5/22/2012
SE | 1 000 x |3:03:

Fig. 7: Observation par ESEM de I'inhibition de I'adi@sides spores de
P. chrystosumsur le bois de cédre aprés traitement (4h) de osietepar
'origon10pul



a

FST FES

UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES

m

FST FES

Département de Biologie

NP
SE 1 000 x | 3:09:00 Al

Fig. 8: 22™Observation par ESEM de l'inhibition de 'adhésides spores
deP. chrystosursur le bois de cedre apres traitement (4h) de oeetear
'origon10pul

Fig. 9: 3™ Observation par ESEM de l'inhibition de 'adhésides spores
deP. chrystosusur le bois de cedre apres traitement (4h) de ceetear
'origon10pul

La deuxieme partie de cette phase du test d’inbibitonsistait & déterminer I'impact de la
durée de prétraitement sur I'efficacité de l'inkidoh proprement dite.

A cet effet, 'analyse des images suivantes du MifBis permet de relever la presque
similitude du taux d’adhésion des sporesPdehrystosumsur la surface de la partie traitée
(Fig. 10)et celle non traitée (Fig. 11) du boiscédre par I'Origon.

Ce constat se confirme également a I'observatiodadsurface de la partie traitée d’un

deuxiéme échantillon (Fig. 12).
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Cela nous laisse suggérer que le fact€emps de prétraitement joue un rdle trés
déterminant indépendamment de la capacité mémiuite lessentielle a inhiber I'adhésion

des spores a la surface du bois de céedre.

mode [ mag 3 S/22/2012
SE SO0 x Mol

Fig. 10 Observation par ESEM de l'adhésion directe dewrespde P.
chrystosum sur la partie du bois de cedre noréggtr I'origon

| L —
Fig. 11 : Observation par ESEM de I'adhésion deetds spores d& chrystosunsur la
partie du bois de cedre traitée par I'origon
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Fig. 12 : 2™Observation par ESEM de I'adhésion directe desespdeP. chrystosunsur la
partie du bois de cedre traitée par I'origon

C. Détermination de la Concentration Minondale
InAbitrice (CM7)

La CMI étant un parametre tres important qu'il ndaidle absolument trouver, nous avons
utilisé la technique des disques de papier Watmanfgodéterminer. Malheureusement, le
test n'a rien donné au terme du temps d’incubationeffet, nous avons constaté la formation
d’'un tapis fongique a la surface de la gélose pesirdilutions suivantes des H.E. :1/500 ;
1/400 ; 1/300 ; 1/200 et 1/100 realisées dansAlgal a 0,2% tel quindiqué par Remmal et
al.(1993).

Nous avons donc procédé a d’autres moins imposdated’ordre de 1/80 ; 1/60 ; 1/40 ; 1/20
et 1/10 et 1; 1/2; 1/4 ; 1/6 et 1/8 pour le Thyn©@é deuxiéme test n’est pas tres concluant
qguant a la CMI mais nous avons quand méme obsemkgups halos d’inhibition dont les
résultats de la mesure des diamétres sont consitgmésles tableaux. Chacun des tableaux
renferme les résultats des mesures des diamétrdsbition de de la souche testée indiquée
au-dessus et le dernier tableau concerne toutesoleshes car elles ont été testées avec le

thymol & des dilutions différentes de celles ddgeathuiles essentielles.
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Tableau 10 ensemble de tableaux regroupant les mesuresdidesetres des halos

d’inhibitions

Dilutions | Origon Carvéol
1/10 7mm
1/20 N S
1/40
1/60
1/80

Dilutions | Origon | Thym | Carvéol
1/10 11lmm| 8mm
1/20 S smm |
1/40
1/60
1/80
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Dilutions | Origon | Thym | Carvéol

1/10 mm | 12mm|

1/20 S mm |

1/40 - 6mm |

1/60 N smm |

1/80 S 5mm |

Dilutions | Origon| Thym | Carvéol

1/10 13mm| |

1/20 8mm | 5mm|

1/40 _ 9mm |

1/60 S imm|

1/80 S 5mm|

WM Carvéol

1/10

1/20 S o N

1/40

1/60

1/80

Dilutions | PdIb3 | Pdid"| Pdle9 F4 D10
1 -
1/2 - | S —
1/4 . N
1/6

1/8
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Cependant, la littérature indique que la meillemaniére de déterminer la CMI demeure la
dilution des huiles essentielles et de leurs copasajoritaires directement dans la gélose du
milieu de culture.

Par conséquent, la CMI de H.E. utilisés sur legkes fongiques reste a étre déterminée.

&)

Conclusion et perspectives

o)

Conclusvrn et Perspectives .

Tout au long de ce stage, en plus de l'esprit sifigme dont nous avons fait preuve pour
traiter ce sujet, nous avons fait de ce dernigprabléme presque personnel. En effet, il nous
est impensable que I'on puisse visiter 'ancienréglima de Fés, se promener dans ses ruelles

ou encore découvrir ses souks et ses riads tdis si@s contes des mille et une nuit, sans
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succomber au charme de cette cité millénaire ehatar qu’'il se perpétue pour les
millénaires a venir.

Motivé par ce souci de préservation, notre traagbrté ses fruits au travers des résultats que
nous avons commentés et soumis a discussion eracaisgn avec les travaux déja réalisé.
Par conséquent, nous avons mis en évidence, potestées cinq souches que nous avons
étudiées, I'évolution des caractéristiques de Igsiglo-chimie de la surface de leurs spores
comparativement a ceux du bois de cédre initialémen

- Toutes les spores étudiées révelent un caract@iyobe trées marqué aussi bien
séparément que pour les deux combinaisons. A I peut-étre des spores de la
souche Pénicillium chrystosum dont nous soupconnons [I'évolution vers
I’hydrophilicité a plus long terme mais ceci reatétre confirme ;

- Nous convenons avec la littérature que le caratigieophobe du bois de cedre, mais
notre étude montre pour ce dernier un caractéraalond’électron trés élevé ce qui
traduit son acidité.

- Nous notons aussi que la modification de la ployslimie initiale du bois de cédre
par les spores conduirait a la fixation d’autresroorganismes ; ce qui expliquerait
d’ailleurs la présence dans les biofilms naturedssduches incapable d'y adhérer
d’elles-mémes.

- Les tests d'inhibition ont montré que pour le mé&eraps de prétraitement, le thymol
est plus efficace que I'huile essentielle du thymsgdans son ensemble; ce qui est en
accord avec les travaux de plusieurs chercheur®muaussi montré qu’en plus de
'action antifongique, les huiles essentielles riedt aussi la physico-chimie en
rendant la surface hydrophobe.

- Nous relevons également apres avoir testé les dpproches pour l'inhibition que
l'effet du temps de prétraitement est primordiaupoptimiser I'effet des huiles
essentielles ou des principes majoritaires.

Pour la suite de nos travaux afin de préserverateirpoine culturel exceptionnel de notre

chére Médina de Fes, nous énumérons comme pekgseatcourt terme :
-I'approfondissement de I'étude des caractérissquigysico-chimiques a la formation
des biofilms fongiques multi-espéces sur la surfdaebois que nous avons déja

amorceé afin d’étudier le phénomeéne dans les camditproches de la réalité ;
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-la détermination des concentrations minimaleshittices pour les huiles que nous

avons utilisées.
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Annexe 1.
1. Tableau1l : milieu de culture utilisé

Constituants
-Extrait de Malte 30g/I
-Agar 15-20g/I

Milieu de culture

-Milieu Extrait de Malt

(EM)

Annexe 2

1. Conservation des souches :

Dans le souci de conserver les souches pures rous procedeé selon deux protocoles :
- Conservation au Glycérol :

¢ Pour cela nous avons ensemencé nos cing souches dans de I'Extrait de Malt 2%
liguide puis incubé pendant 7jours a 30°C sous agitation;

¢ Puis nous les avons préparé dans du Glycérol a 25% (250ul de culture pour 750pl de
Glycérol) ;

¢ Et enfin conservé au congélateur a -20°C.

- Conservation dans des Tubes Inclinés :

¢ Cette méthode consiste quant a elle a ensemencer par des stries serrées les souches
a conserver dans des tubes inclinés contenant le milieu Extrait de Malte ;

¢ |'incubation se fait a 30°C pendant 7jours ;

¢ et enfin la conservation au réfrigérateur a 4°C.

Annexe 3:
1. Tableau 4:Caractérisation de I'Hydrophobicité et composamte I'énergie de
surface de la surface du bois de cedre et desssgefdielavia hyalocarpdPdIb3)

Souche Angles de Contad’) | Tension de Surfaceomposantes
Thielavia et parametres (mJ m-2)
hyalocarpa

ow OF 0D yLW v+ Y— AGIwi
Témoin Oh |123,11296 |17,2 |48,4526109] 10,5900511 40,71741p&1,03
Pdlb3, 2h 103,6| 37,5 |10,4 |49,8649861 3,95643648 8,781731H437,08
Pdlb3, 4h 98,3 |41,7 |124 |49,5187119| 2,32892985 3,320893B&6,79
PdlIb3, 6h 103,8| 38,8 |11 49,7672792| 3,6823368)7 8,476124B€38,25
Pdlb3, 8h 108,9| 30,4 |86 50,1260137| 6,7054513[1 17,823150419,86
PdIb3, 10h | 98,3 | 38,6 | 10,7 |49,8167976] 2,9438368/4 4,126856[61,75
PdIb3, 24h |83,3 | 315 |17,1 |48,4781209] 2,7309141L 1,7654E-0579,17
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2. Tableau 5: Caractérisation de I'Hydrophobicité et composarnte I'énergie de
surface de la surface du bois de cedre et desssgeRenicillium communéPdid”)

Souche Angles de Contadt’) Tension de Surfaceomposantes
Pénicillium et parametres (mJ m-2)
commune

ow OF 0D yLW v+ Y— AGIwi
Témoin Oh | 123,1 | 29,6 17,2 48,4526109 10,5900511 40,7174124,03
Pdld", 2h 107,4 | 51,3 21,3 47,2906639 1,69770811 6,598275[7%7,01
Pdld", 4h 110 29,6 15,1 48,9591644 7,59750091 19,74076{3116,49
Pdld", 6h 1116 | 45,4 11,4 49,6991919 3,06153556 13,49363129,59
Pdld", 8h |88,8 |219 12,6 49,4808654| 5,06913138 1,82734011-:52,67
Pdld", 10h | 91,3 |41,3 15,6 48,8441465 1,7627184  0,491718B175,59
Pdld", 24h | 89,1 | 264 14,4 49,1142513] 4,39036589 1,46268884%66,41

3. Tableau 6 Caractérisation de I'Hydrophobicité et composamte I'énergie de
surface de la surface du bois de cedre et desssgeRenicillium chrystosuniPdle9)

Souche Angles de Contadt’) Tension de Surfaceomposantes
Pénicillium et parametres (mJ m-2)
chrystosum

ow OF 0D yLW v+ y— AGiwi
Témoin Oh | 123,1 | 29,6 17,2 48,4526109 10,5900511 40,71741248,03
Pdle9,2h 88,2 | 254 8,9 50,0858698 4,14644321 1,211017059,29
Pdle9, 4h 92,3 | 34,2 10,5 49,8490712 3,07491649 1,7393705%0,72
Pdle9, 6h |89,1 |34,8 9,4 50,0159689 2,49493181 0,566330941,29
Pdle9,8h |858 |32 12 49,5926577 2,69795455 0,138826575,09
Pdle9, 10h | 74,3 | 23 17,8 48,296671 | 2,98743885 1,1060731%3,60
Pdle9, 24h | 73,7 | 40,5 53,6 32,1780644 4,10813057 4,0031835B8,92

4. Tableau 7: Caractérisation de I'Hydrophobicité et composartde I'énergie de
surface de la surface du bois de cedre et dessgeRenicillium commuriD10)
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SouchePé | Angles de Contadt’) Tension de Surfaceomposantes
nicillium et parametres (mJ m-2)
commun

ow OF 0D yLW v+ Y— AGiwi
Témoin Oh | 123,1 | 29,6 17,2 48,4526109] 10,590051[1 40,7174124&,03
D10, 2h 84,6 | 26,9 8,9 50,0858698| 3,3298285P 0,1903453%1,20
D10, 4h 91 18 14,2 49,1572822| 6,2599873 3,4533920543,58
D10, 6h 84,8 |275 11,6 49,6642666| 3,36291465 0,196216020,66
D10, 8h 98,8 |33,1 15,3 48,9135799 4,5803857R 6,046974041,04
D10, 10h 93,1 |24,9 9,8 49,9573608| 5,11258119 3,740970046,35
D10, 24h 92,6 |318 16,5 48,6282832| 3,96503238 2,2930623:53,96

5. Tableau 8: Caractérisation de I'Hydrophobicité et composarnte I'énergie de
surface de la surface du bois de cedre et desssgeRenicillium expansur{F4)

Souche Angles de Contadt’) Tension de Surfaceomposantes
Pénicillium et parametres (mJ m-2)
expansum

Ow OF 0D yLW v+ Y— AGiwi
Témoin Oh | 123,1 |29,6 | 17,2 48,4526109 10,5900511 40,7174128 -1,03
F4, 2h 1112 |38,3 |56 50,4527446 4,75732341 16,8660289 -22,76
F4, 4h 108,4 |30,5 |6,7 50,3487813 6,50035235 17,1114382 -21,00
F4, 6h 107,8 31,1 |76 50,2500551] 6,25836607 16,0834838 -22,39
F4, 8h 99,9 37,4 10,8 49,800439 | 3,449400535,62150581 -45,70
F4, 10h 90,7 36,7 |52 50,4859767 2,22591816 0,80474975 -71,06
F4, 24h 81,9 47,6 | 129 49,4230069 0,20307759 1,73957033 -79,87

6. Tableau 9: Caractérisation de I'Hydrophobicité et composarnte I'énergie de
surface de la surface du bois de cédre et de lbioaison des spores &e
expansurgF4) et deP. commur(D10)

Souches P.
expansum + P
commun

Angles de Contadft) Tension de Surfaceomposantes

et parametres (mJ m-2)
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ow |OF |0D |yLW v+ - AGiwi
Témoin Oh | 1231 | 296 |17,2 |48,4526109 10,5900511 40,7174124,03
F4+D10,2h [99,1 |258 |153 |48,9135799 6,40395228 8,333746/1532,69
F4+D10,4h [106,7 | 36,3 | 12,5 |49,4998613 4,88114329 12,509227:28,48
F4+D10,6h [996 |36,4 |13 |49,403431 | 3,7537506p 5,7024820314,36
F4+D10, 8h |1055 | 34,8 |124 |495187119 508316976 11,82016529,13
F4+D10, 10h |116,6 | 47,5 | 13,8 |49,2416297 3,24664857 18,23738721,24
F4+D10, 24h |111,2 | 23,3 |151 |48,9591644 959028633 24,25625641,90

7. Tableau1o : Caractérisation de I'Hydrophobicité et composarde I'énergie de
surface de la surface du bois de cedre et de lhiocaison des spores de
hyalocaprdPdlb3) et dé°. chrystosutfiPdle9)

SouchesT.
hyalocapra + P.

chrystosum

Angles de Contadt)

Tension de Surfaceomposantes

et parametres (mJ m-2)

ow

OF

0D

yLW

y+

AGIiwi

Témoin

123,1

29,6

17,2

48,4526109

10,590051

H

40,71741

24,03

PdIb3+Pdle9,

2h | 89,8

27,4

15,3

48,9135799

4,3665600

W

1,635195

155,54

PdIb3+Pdle9,

4h | 106,2

29,5

11,6

49,6642666

6,5967355

14,79349

823,34

PdIb3+Pdle9,

6h | 110,5

28,1

13,9

49,2207575

8,0226486

21,11784

785,13

Pdlb3+Pdle9,

8h| 108,4

39,4

18,6

48,0811262

4,7306634

13,05612

426,86

Pdlb3+Pdle9,

10h 75

22

24

46,4063663

3,7410802

=

0,787198

/61,14

Pdlb3+Pdle9,

24h 81,9

31,4

15,6

48,8441465

2,4862926

0,053249

os7,79
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