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INTRODUCTION

Le bois de cedre est un matériau composite naturel, utilisé depuis fort longtemps dans la
construction et la décoration des maisons et des monuments historiques notamment dans les

villes impériales : Fés, Marrakech, Rabat, Meknes, Tétouan...

Toutefois, en tant que matériau riche en sucre, le bois est sensible a de nombreux agents de
de dégradation abiotique et biotique comme les insectes et les champignons. En effet, toute
surface plongée dans un milieu non stérile se recouvre de microorganismes qui forment des
biofilms, ces derniers peuvent étre définis comme étant des communautés microbienne
attachées de facon irréversible a une surface et présentant des caractéristiques phénotypiques
qui les distinguent des microorganismes planctoniques, une des principale caractéristique réside
dans leur résistante accrue aux agent de désinfections, cette résistance a pour conséquence une

difficulté de traitement.

Depuis leurs découverte et jusqu’a ce jour, les recherches concernant les moyens de lutte
contre les biofilms se multiplient. Pour lutter contre les biofilms, deux grandes stratégies sont
envisageables. La premiére maniére de procéder est d’éviter ou de controler la formation du
biofilm. Elle correspond a la stratégie préventive. La seconde possibilité est de détruire ou de

réduire le biofilm pendant ou apres sa formation. C’est la stratégie curative.

L’exploitation des molécules antimicrobiennes naturelles contenues dans les plantes
aromatiques essentielles a été reportée dans la littérature scientifigue comme une nouvelle
approche biologique de lutte contre la formation des biofilms aux surfaces. Effectivement, les
huiles essentielles et leurs composés majoritaires sont des substances reconnues par leur activité
antimicrobienne et antifongique, d’ou I’intérét potentiel de les utiliser comme un moyen de

traitement des biofilms.

A notre connaissance, aucune étude scientifique n’a été publiée sur I’utilisation de la vapeur
des composés majoritaires des huiles essentielles comme moyen de lutte contre la formation
des biofilms a la surface du bois de cédre. De ce fait, le présent travail s’est fixé comme objectif

d’étudier :




L’effet de la vapeur des composés majoritaires des huiles essentielles sur les
propriétés physicochimiques de bois de cédre.
L’effet de la vapeur des composes majoritaires des huiles essentielles sur

I’adhésion des spores fongiques a la surface du bois de cedre.
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1. Bois de cédre : Exploitation et biodégradation
Le bois de cedre est un matériau ancestral utilisé depuis des siécles dans la construction,
I’ameublement, et la décoration des maisons et des monuments historiques dans plusieurs villes
au Maroc(M’hirit et Benzyane 2006) (figurel). Il est constitué généralement de quatre types de

molécules particuliers :

e Lacellulose : il s’agit d’un polysaccharide qui représente environ 40% du matériau.

e Les hémicelluloses : polysaccharides constitués de différents types de sucres (xylose,
galactose, mannose) ils représentent environ 30% du bois.

e Lalignine : molécule qui joue le role de liant entre la cellulose et I’hémicellulose.

e Les extractibles : molécules de diverses natures et de faible poids moléculaire.

(a) (b) (©)

(d) (e)

Figure 1 : Exemple d’utilisation du bois de cédre dans les monuments historiques (a)
Eléments du minbar (mosquée des Andalous), Fés (b) Medersa Ben Youssef, Marrakech (c)
Porte d’extérieur musé des arts tradition Fés (d) Plafond en cédre peint (e) Porte en cedre
sculpté et peint Meknés (f) Coffre a motif géométriques cedre sculpté et peint




Cette composition complexe et riche en sucres fait du bois une source majeure de nourriture
pour de nombreux prédateurs (insectes, champignons, bactéries), en effet, des individus
microscopiques comme les bactéries et les champignons peuvent coloniser ce matériau pour
s’en nourrir(SURINI 2012) ce qui entraine des dégats résultant des milliards de dollars dépensés

chaque année pour la réparation et le remplacement des structures en bois(Goodell et al 2003).

La biodegradation déesigne le processus de décomposition d’un substrat organique par des
organismes vivants. Ce phénomeéne est influencé par de nombreux facteurs comme 1’activité et
la demande en nutriments, les conditions environnementales et la mobilité des éléments
nutritifs(Gosz et al 1973).

2. Biodétérioration du bois

En tant que matériau naturel et riche en composés qui peuvent servir comme source
d’alimentation a toute une variété d’organismes vivants, le bois est sensible a de nombreux
agents de dégradation abiotique et biotigue comme les insectes et les microorganismes
(bactéries et champignons)(Lekounoungou 2008). Cette biodégradation est nommée une
biodétérioration lorsqu’il aboutit a une modification indésirable des propriétés physico-
chimiques et mécaniques du matériau en question. Dans le cas du bois, les détériorations les
plus importantes sont provoquées par les champignons qui ont une capacité a décomposer les

polymeres complexes qui constituent ce matériau(Eggins et Oxley 2001).

3. Agents responsables de la dégradation du bois
a. Bactéries du bois
Les bactéries sont parmi les premiers microorganismes a coloniser le bois et agissent souvent
en synergie avec les champignons. Elles sont présentes dans les bois immergés ou en contact
avec le sol, mais leurs roles est relativement peu importants comparativement a celui des

champignons sauf en milieu anaérobique ou leur action devient prépondérante.

b. Champignons du bois

Les champignons sont les principaux acteurs de la dégradation de la matiére organique,
principalement les polymeéres structuraux tels que le bois. Ces champignons décomposeurs

peuvent étre classés selon la pourriture qu’elles engendrent en trois types :




(c) pourriture blanche

e Champignons de pourriture brune /cubique

Ce sont des especes fongiques généralement des basidiomycetes qui dépolymérisent et
métabolisent les polysaccharides du bois en laissant qu’un résidu brun de lignine modifiée ou
legerement dépolymeérisée. Le bois altéré prend une teinte foncée et se fragmente selon trois

axes perpendiculaires donnant des cubes d’ou le nom de pourriture cubique(Niemenmaa et al.

2008)(elle et al. 2011)('Yelle et al. 2008).
e Champignons de pourriture molle

Ce sont surtout les ascomycétes et les deutéromycetes. Cette pourriture est due a
I’association de champignons microscopiques dégradant préférentiellement la cellulose, il en
résulte un bois noiratre et mou avec parfois méme une pourriture cubique superficielle(Lyon

2007), mais les dégradations sont généralement moindres qu’avec une autre pourriture(Del Rio

et al. 2001).

La pourriture molle ne se développe que dans des conditions tres humides et elle peut
apparaitre lorsque le bois est mis en contact avec le sol, 1a ou I’oxygene est limité(Bjordal et al.
1999).

e Champignons de pourriture blanche

Contrairement aux pourritures brunes, les espéces fongiques des pourritures blanches sont
capables de se nourrir de la totalité du bois, il cause la dégradation aussi bien de la lignine que
de la cellulose et I’hémicellulose, mais de fagon moins intense pour ces deux derniers
polysaccharides (Dumonceaux et al. 1998). Il existe deux types de pourritures blanches : la
pourriture dite sélective, va dégrader préférentiellement la lignine et I’hémicellulose alors
qu’une pourriture non sélective qui va s’attaquer a tous les constituants du bois y compris la

cellulose (Blanchette et al. 1997)(Hwang et al. 2007).




1. Qu'est-ce qu'un biofilm ?

Les microorganismes constituent la majorité de la biomasse vivante sur terre. Bactéries,
virus, champignons microscopiques micro-algues protozoaires tous sont invisibles a 1’ceil nu et
pourtant ils sont plus nombreux que les organismes macroscopiques. Ces microorganismes
existent généralement dans 1I’environnement sous 1’un des deux états suivantes : planctonique,
libre dans le milieu, ou en tant qu'unité attachée a une surface, on parle alors de communauté

microbienne sessile(Garrett et al. 2008).

Un biofilm est défini comme étant une communauté microbienne adhérente a une surface et
fréquemment incluse dans une matrice de polymeéres exocellulaires. La production de cette
derniére est réalisée par les micro-organismes adhérés, elle est majoritairement constituée de
polysaccharides et en moindre mesure de glycoprotéines, de glycolipides et d’acides

nucléiques(Flemming et al. 2007)(La Barre et Haras 2007).
2. Formation des biofilms

La formation d’un biofilm est dépendante de nombreux paramétres environnementaux,
I’¢tude de ce phénomene d’agrégation est donc complexe et révele de I'interdisciplinarité :
microbiologie, biologie moléculaire, génétique, physicochimie de surface(La Barre et Haras
2007)(Kolter et Greenberg 2006)(Filloux et Vallet 2003). La constitution d’un biofilm se

déroule selon les étapes suivantes :

Figure 3 : Schéma des étapes de la formation d’un biofilm.
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Figure 4 : Clichés MEB représentant a) une bactérie a 1’état planctonique, b) 1’adhésion

permanente de microorganismes sur la surface sous forme sessile, ¢) le développement des
microcolonies et d) le biofilm formé

Transport

Le transport des microorganismes vers le support dépend de divers signaux
environnementaux et nutritionnels qui vont attirer ou repousser les cellules planctoniques, ces
derniéres peuvent alors étre déposées sur la surface a colonisé par gravitation, diffusion,
turbulence du liquide, ou encore par la mobilité intrinséque des microorganismes(Donlan et
Costerton 2002)(Thomas et al. 2002).

Conditionnement de la surface

La surface d’un support est le sie¢ge d’une absorption spontanée de molécules organiques
(protéines, lipides, nutriments) et d’ions conduisant a la formation d’un film primaire. Ce film
confére de nouvelles propriétés physicochimiques a la surface en question, ce qui a pour
conséquence soit, de prévenir 1’approche des microorganismes ou a l’inverse, de créer un

environnement idéal a I’adhésion et la croissance des microorganismes.

Adhésion des microorganismes

La présence du film conditionnant sur la surface conduit a des interactions de différent nature
entre les cellules planctoniques et le support récepteur. Cette étape est liée a de nombreux
facteurs dépendant des trois principaux acteurs qui sont la surface, le milieu, et les

microorganismes.
Adhésion réversible

L’adhésion réversible est considérée comme un attachement faible des cellules microbiennes
a la surface. au cours de cette étape, les microorganismes établissent un premier contact avec le
support et interagissent avec le film conditionnant, cette adsorption ne fait intervenir que des
processus physiques (interaction électrostatiques et électrodynamiques) et des liaisons
chimiques non covalente faible, les microorganismes peuvent alors facilement étre détachés de

la surface et retrouver son état planctonique.




Adhésion irréversible

L’attachement réversible est suivi d’une association stable avec la surface appelée
« adhésion irréversible » cette étape est plus lente que la précédente, elle est rendue possible
par I’expression d’un certain nombre de protéines d’adhérences comme les pilis, les fimbriaes
et les curlis. Ainsi la sécrétion d’exopolymeére abouti a la formation des ponts de fixation

permettant de consolider 1’attachement des cellules sur le support(Abed et al. 2008).

Croissance et maturation du biofilm

La maturation du biofilm est caractérisée par la multiplication des cellules microbiennes
adherées irréversiblement a la surface, elle conduit a la formation des colonies qui vont couvrir
toute une partie du support, ces microorganismes vont continuer a sécréter la matrice

exocellulaire qui va leur permettre une protection contre les stress.

La structure de I’ensemble va évoluer vers une structure tridimensionnelle dans laquelle se
forment des canaux permettant la circulation des nutriments, de I’oxygéne et 1’évacuation des

produits issus du métabolisme microbienne.

Dispersion du biofilm

La derniére étape du cycle de vie d’un biofilm est la phase de détachement. Les stress
physiques, chimiques et biologiques sont les facteurs responsables de la dispersion des biofilms
dans le milieu ambiant, ce phénomene va permettre aux microorganismes de retrouver son état
planctonique et de coloniser de nouvelles surfaces afin de reinitialiser un nouveau
biofilm(Parsek et Greenberg 2005).

3. Mécanismes et interactions physico-chimiques responsables de

I'adhésion microbienne
Le processus d’adhésion microbienne aux surfaces est conditionné par un certain nombre de
facteur, y compris les interactions physicochimiques, ces interactions comprennent

essentiellement ;

e Les interactions de van der Waals.
e Les interactions électrostatiques.

e Les interactions polaire ou acido-basique.




Interaction de van der Waals

Les forces de van der Waals correspondent a des phénoménes complexes et universels qui
interviennent quels que soit le corps considérés. Ces forces peuvent se décrive brievement

comme une interaction attractive entre deux atomes neutres.

Les interactions électrostatiques

Toute particule immergée dans un fluide porte une charge par le fait de 1’adsorption ou
I’ionisation des groupements de sa paroi externe. Pour un pH neutre, la plupart des particules
solides sont chargées négativement. Ces interactions électrostatiques dépendent de la charge
des particules, de leurs géomeétries, de la distance de séparation et de la force ionique du milieu.

Les interactions polaires

Parmi les interactions fondamentales impliquées dans les phénoménes d’adhésion des
microorganismes aux supports on trouve Les interactions polaires ou aussi nommeées interaction
acide base de Lwis, ces interactions sont dues aux caractéres électron-donneur et électron-
accepteur des especes dans milieu aqueux, et décroissent de fagon exponentielle en fonction de
la distance.

Liaison hydrogene : un composé donné peut étre caractérisé comme hydrophile (capable
d’intervenir dans la formation des liaisons hydrogénes) ou hydrophobe (incapable d’intervenir
dans la formation des liaisons hydrogenes) une liaison hydrogéne est définie comme étant une
interaction électrique entre un atome é€lectronégatif et un atome d’hydrogene liée a un atome

électronégatif.

Répulsion hydrophile : dans le cas des surfaces polaires ou chargées, les groupements
fonctionnels de ces surfaces s’associent avec des molécules d’eau ce qui aboutit a la formation
des surfaces hydratées. La présence de cette eau liée induit une énergie de répulsion hydrophile
lorsque deux surfaces hydratées se rapprochent.

Interaction hydrophobe : dans le cas des surfaces non polaires, I’eau va tendre a se

dissocier de ce type de surface ce qui se traduit par une eénergie d’attraction hydrophobe.
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4. Facteurs influengant I'adhésion microbienne

L’adhésion microbienne sur un support est 1’une des principales étapes du développement
d’un biofilm. Ce processus est influencé par un certain nombre de paramétres physiques,
chimiques, et biologiques susceptibles de modifier les interactions entre les trois acteurs de ce

phénomene qui sont la surface, les microorganismes et I’environnement aqueux.

Facteur liés aux microorganismes

Les biofilms sont des communautés bactériennes aux seins des quelle on peut trouver de
nombreux espéces différentes. Toute modification des caractéristiques physicochimiques de la
surface ou encore la concentration microbienne de microorganismes peuvent entrainer une

augmentation ou une diminution de 1’adhésion microbienne(Grivet et al. 2000).

Facteur liés au support

Le type du matériau, I’hydrophobicité, la rugosité de surface, la charge de surface et la
présence ou non d’un film conditionnant tous sont des paramétres importants qui peuvent

influencer 1’adhésion microbienne sur un support solide(Boulané-Petermann 1996).

Facteur liés a I'environnement

Les facteurs environnementaux tel que la température, le pH, la composition du milieu et les
conditions hydrodynamiques peuvent également influencer le processus d’adhésion
microbienne. En effet, plusieurs études ont montré que la modification de ces paramétres va
conduire a une adhésion différente des microorganismes sur le support(Stanley 1983)(Pembrey
et al. 1999).
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AXE DE RECHERCHE DES BIOFILMS SUR LE BOIS
1. Préservation du bois
La préservation du bois contre les agents de biodétérioration se présente depuis des siecles
comme un défi pour I’Homme. En fait, le bois non durable par nature utilis¢ dans des milieux
humides ou en contact avec le sol nécessite un traitement préalable contre les attaques fongiques
et bactériennes, c¢’est pourquoi de nombreux produits et techniques ont été¢ développés pour

lutter contre cette dégradation indésirable de ce matériau.

2. Moyens de lutte contre les biofilms
En tant qu’un matériau d’origine naturel le bois est sensible aux attaque de plusieurs agents
de dégradation dont les biofilms, il est donc nécessaire de le traiter pour qu’il conserve toutes

ses propriétés mécaniques et esthétiques.

L’¢élimination compléte des biofilms apres leurs formations est trés difficile, ¢’est pourquoi
plusieurs méthodes ont été utilisées dernierement comme moyens de lutte contre ces
communautés microbiennes afin d’empécher le premier stade de leurs formations qu’est

I’adhésion. Ces techniques sont soit de nature physique, chimique ou biologique.

Traitement physique

La réduction des interactions entre les cellules planctoniques et le support par la modification
physique de surface est considérée parmi les méthodes les plus utilisés et les plus simples pour
lutter contre la formation des biofilms. Effectivement, les caractéristiques physicochimiques du
support tel que la rugosité, la charge de surface et ’hydrophobicité peuvent jouer un rdle
important dans 1’adhésion microbienne(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 obtenu par un traitement plasma,
il s’agit d’un gaz partiellement ou totalement ionisé composé d’électron, de particules ioniques
chargeés, de radicaux, de photons et de molécules et dont I’ensemble est électriquement neutre.
Le processus d’ionisation peut se produire quand par exemple les molécules d’un gaz sont

soumises a une radiation a haute énergie, a un champ électrique ou a une haute énergie
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thermique. Ce traitement permet d’activer ou de modifier la surface des matériaux de telle sorte

qu’il réduit ou évite totalement 1’adhésion microbienne sur le support traité(Valt 2009).

Une autre technique consiste a immobilisé en surface des matériaux des polymeres comme
le polyéthyléne oxyde (PEO) ou le polyéthyléne glycol (PEG), ces derniers sont connus par
leurs caracteres hydrophiles et ils sont capable de former des brosses moléculaires flexibles

empéchant ainsi I’adhésion des cellules(Banerjee et al. 2011).

Une diminution de la colonisation microbienne a également été obtenu avec la technique de
polissage électrique, des niveaux élevé de douceur peuvent étre atteinte en utilisent cette
technique sur la surface d’acier inoxydable ce qui permet de protéger ce matériau contre

I’adhésion des microorganismes et la formation ainsi des biofilms(Awad et al. 2012).

Traitement chimiques

Le tableau ci-dessous représente quelques traitements chimiques utilisés pour lutter contre

la formation des biofilms

Tableau 1 : Différents traitements chimiques pour la lutte contre les biofilms

Souche Surface Traitement par Référence
Bacillus cereus Matériaux Acide salicylique et acide
Pseudomonas fluorescen | d’industries férulique (Lemos et al.
agroalimentaires 2014)
Pseudomonas aeruginosa | surfaces de acide peracétique (Martin-
biofilms polystyréne Espada et al.
2014)
Bacillus sp Acier au carbone | 4,5-dichloro-2-n-octyl-4- | (Moradi et al.
isothiazolin-3-one 2013)
Desulfovibrio vulgaris Et | Les pipelines biocides de nature
Desulfovibrio gigas d’acheminement | chimique (Lavania et
Acinetobacter, du pétrole et du al. 2011)
gaz Chimiques
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Biofilms de détérioration | Le bois Biocides chimiques
du bois (Kirkpatrick et
Barnes 2006)
Biofilms Surface plane Ammoniums quaternaires et
polymeéres cationiques (Lin et al
2002)

Traitement biologique

L’utilisation des produits chimiques pour lutter contre la formation des biofilms peut avoir
des effets nocifs sur la biodiversité, c’est pourquoi les chercheurs ont orientés leurs recherches
vers les produits biologiques naturels capables d’éviter 1’adhésion indésirable des cellules
planctoniques sur différents supports. En fait, différentes techniques basées sur 1’utilisation des
agents antimicrobiennes des plantes, de produits animaux ou encore de microorganismes
peuvent étre utilisées dans les traitements de surface, parmi ces méthodes on trouve :
L’élaboration des surfaces a revétement antimicrobienne, Cette technique permet non
seulement de repousser les microorganismes du support en question mais aussi de les tués ces
molécules antimicrobiennes (antibiotiques, antiseptiques ou enzyme) peut étre soit,

immobilisées sur le surfaces soit, incorporé dans le polymere.

Compte tenu de I’émergence des résistances aux antibiotiques et de la toxicité des molécules
(métaux lourds) une nouvelle approche biologique de lutte contre la formation des biofilms a
été rapporté dans la littérature scientifique, cette approche consiste a exploité les agents
antimicrobienne naturelle contenue dans les plantes aromatiques que ¢a soit par les extraits

brutes ou par les huiles essentielles.
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Tableau 2 : Revue des différents travaux concernant la lutte contre les biofilms par les

huiles essentielles.

Souche Huile essentielle ou | surface Référence
composé majoritaire
Streptococcus Huile essentielle de (Nithyanand et al.
pyogene Patchouli modulate 2015)
Fusarium Huiles essentielles de (Manganyi et al.
oxysporum clou de girofle et de thym 2015)
Streptococcus Huiles essentielles de (Goldbeck et al.
mutans Eucalyptus globulus et 2014)
De Eucalyptus
urograndis
Listeria Huile essentielle de Surface de (Jadhav et al. 2013)

monocytogenes et

Listeria innocua

yarrow (Achillea

millefolium)

polystyrene et de
polyéthyléne

Gloeophyllum
trabeum, Poria
placenta,
Coniophora
puteana, Coriolus

versicolor

Huiles essentielles de
Piper capense, Piper
borbonense et Vetiveria

zizanoides

Surface du bois

(Soirou et al. 2013)

Staphylococcus

epidermidis

Huile essentielle de

Mutellina purpurea

Surface des
matériaux

médicales

(Sieniawska et al.
2013)
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Une huile essentielle ou huile aromatique est un mélange complexe de substances organiques
aromatiques et liquides qu'on trouve naturellement dans diverses parties des plantes
aromatiques. Elles sont composées d’un mélange hétérogéne complexe pouvant contenir
plusieurs dizaines voire des centaines de constituants dont les teneurs relatives peuvent varier
de I’¢état de trace a plus de 90%Les composés majoritaires peuvent représenter, a eux seuls, plus
de 85%, c’est pourquoi de nombreux chercheurs s’intéressent a étudier I’activité antifongique,

antibactérienne et anti biofilms de ces composé

Tableau 3 : Revue des différents travaux concernant la lutte contre les biofilms par les

huiles essentielles et leurs composes majoritaires.

Souche Huile essentielle et/ surface Référence
OuU composé
majoritaire
Pseudomonas Huile essentielle et Surface solide

aeruginosa et
Escherichia coli
0157: H7 (EHEC).

biofilms

COMPOsEs
majoritaires de

I'écorce de cannelle

(Kim et al. 2015)

Candida biofilms

Huile essentielle et
COMPpOsEs

majoritaires de

Surface des

biomatériaux

(Taweechaisupapong

lemongrass 2012)
Pseudomonas Eugenol, carveol, Surface de (El Abed et al.
aeruginosa biofilms | carvone et ionone polystyrene 2011b)
Pseudomonas Carvacrol et thymol (El Abed et al.
aeruginosa biofilms 2011c)

——
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Staphylococcus

Huile essentielle et

aureus COMpOsEs (Aiemsaard et al.
majoritaires de 2011)
citronnelle
Listeria Huile essentielle et | Surface des aliments
monocytogenes COMpOsEés
biofilms majoritaires de

Syzygium
aromaticum
(clove),Mentha
spicata (spearmint),
Lippia rehmannii et
Cymbopogon

citratus (lemongrass)

(Leonard et al. 2010)
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1. Effet de la vapeur de trois composés majoritaires des huiles essentielles
sur les caractéristiques physicochimiques du bois de cédre.

a. Preparation de substrat

Pour faciliter leurs incubations dans les boites de pétri, les échantillons du bois de cedre sont
coupés en petits morceaux selon les dimensions suivantes : longueur 3.2 cm, largeur 1cm,
épaisseur 0.3 cm. Ces morceaux ont subi ensuite un polissage mécanique a ’aide de papier
abrasif de 600 et 1500 g/cm afin que les tests réalisés ne soient pas affectés par I’irrégularité de
la surface du bois. Enfin les morceaux de bois de cédre dimensionnés et polis sont lavés a 6
reprises avec de 1’eau distillée puis sechés, emballés dans du papier aluminium et stérilisés par

autoclavage pendant 20 min a 120 °C.

b. Traitement des morceaux de bois de cedre par la vapeur des composes
majoritaires des huiles essentielles.
Apres avoir mis les morceaux de bois de cédre dans les boites de pétri, des disques de papier
whatman imbibés avec 50 pl d’un composé majoritaire sont fixés sur le couvercle de la boite,

cette derniere est fermée puis scellée immédiatement avec du parafilm (figure 5).

Figure 5 : Photos du traitement des morceaux de bois par la vapeur des composés

majoritaires des huiles essentielles

Chaque morceaux est incubé pendant un certain temps (4h, 8h, 10h, 24h) a 30°C afin
d’évaluer ensuite les modifications physico-chimiques da la surface en fonction du temps par

la méthode d’angle de contact.

L’expérience est réalisée pour trois compos€s majoritaires qui sont carvacrol, carvone et

eucalyptol (figure 6) .
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Carvacrol Carvone Eucalyptol

Figure 6 : Structure chimique des composés majoritaires des HE testés.

c. Caractérisation physico-chimiques de la surface du bois traités

La premiére partie de ce travail consiste a une caractérisation physicochimique de la surface
du bois traité par la vapeur des composés majoritaires des huiles essentielles par la méthode

d’angle de contact (figure 7).

Figure 7 : Appareil de mesure de 1’angle de contact

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

du liquide ou du solide.

La mesure de I'angle de contact permet d'accéder a I'énergie libre d'une surface. Elle permet
aussi la discrimination de la nature polaire ou apolaire des interactions a l'interface liquide

solide. On Peut ainsi déduire le caractére hydrophile ou hydrophobe d'une surface.
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Principe

Lorsqu’une goutte de liquide est déposée sur une surface solide plane, I'angle entre la

tangente a la goutte au point de contact et la surface solide est appelé angle de contact (0).

%y

‘\ KL

e Si ’on utilise I'eau comme liquide de mesure d'angle de contact, on peut déduire le
caractére hydrophobe (grand angle, faible énergie de surface) ou hydrophile (petit

angle, grande énergie de surface) de la surface.

\a) () -

A W

Figure 8 : Angle de contact 6 formé par une goutte d’eau sur une surface hydrophobe (a)
et hydrophile (b)

e Sil’on utilise d’autres liquides comme le formamide et le dilodométhane, on peut accéder
a I'énergie libre de la surface, tout en discriminant les composantes polaires ou apolaires
de cette énergie en utilisant le modéle de Van Oss (Van Oss et al. 1988).

La mesure de l'angle se fait a partir d'images capturées par un PC via une caméra. Le
logiciel WINDROP installé dans 1’ordinateur permet de mesurer les angles de chaque c6té de

la goutte (a Droite et a Gauche) par traitement de 1’image.

D’aprés Vogler (1998), L’angle de contact vis-a-vis de I’eau (0w) peut étre utilisé comme

une méthode pour estimer 1’hydrophobicité de la surface, cette derniére est considéree
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hydrophobe si Ow est supérieur a 65° et hydrophile si Ow est inférieur a 65°. (Oliveira et al.
2001)

Il est possible aussi de déterminer le degré d’hydrophobicité d’une substance vis-a-vis de
I’eau selon I’approche de Van Oss, la surface peut étre classée hydrophile quand le AGiwi est
positive et hydrophobe quand le AGiwi est négative. L’énergie libre interfaciale (AGiwi) est

déterminée par I’équation suivante :
AGiwi = -2 yiw = -2 [(( i P2 (g LWY2Y2 4 (i * i Y2y oy Y2 (i yw Y2 (it
yw )2 = (pw * i -)1/2)]
vy "W Composantes de Lifshitz-Van der waals de la surface (i).
vy *: Composantes d’accepteurs d’électrons'
v ~: Composantes de donneurs d’électrons.

Les autres parametres comme I’énergie libre de la surface du substrat, les composants de van
der Waals et les parameétres électron donneur (ou base de Lewis) et électron accepteur (ou acide

de Lewis) sont calculés par I’équation de Young- van Oss (Absolom et al. 1983).
Yo (C0S 0+1)=2 (s W v W) * fyce 2 (s 1) e+ 2 (s v )
vs "W : Composantes de Lifshitz- Van der Waals de la surface.
v. "W : Composantes de Lifshitz- Van der Waals du liquide.
vs* : Composante(s) accepteurs d’électrons de la surface.
yo* : Composante(s) accepteurs d’électrons du liquide.
Vs~ : Composante(s) donneurs d’¢lectrons de la surface.
v~ : Composante(s) donneurs d’électrons du liquide.

Les mesures d’angles de contact ont été réalisées avec trois liquides purs de caractéristiques
énergetiques connues (Tableau 4) : Eau, Formamide et Diiodométhane. Trois goutes de

solvants, sont déposées pour chaque échantillon.
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Tableau 4 : Caractéristiques énergétiques des liquides utilisés pour la mesure des angles de
contact (Van Oss. 1996)

Liquide utilisé vy "W (mJ/m?) vy " (mJ/m?) v ~(mJ/m?)
Eau H20 21.8 25.5 25.5
Formamide 39 2.3 39.6
CHsNO
Diiodométhane 50.5 0.0 0.0
(CHazl2)

2. Effet de la vapeur de trois composés majoritaires des huiles essentielles
sur I'adhésion des spores fongiques a la surface du bois de cedre.

a. Spores fongiques et condition de culture
L’étude de D’activité antiadhésive de la vapeur de composés majoritaires des huiles
essentielles testés (carvacrol, carvone et eucalyptol) a été menée sur deux souches fongiques

qui sont:

v" Pencillium commune

v’ Thielavia hyalocarpa

Ces souches fongiques ont été isolées a partir d’un échantillon dégradé (pourri) de bois de
cedre prélevé d’une vieille maison de I’ancienne médina de Fes. Dans le cadre de la présente
étude, elles ont été ensemencées sur le milieu d’Extrait de Malt 2% et incubée pendant 7 4 10
jours a 30 °C. Au terme de ce temps d’incubation, la forme mycélienne ayant poussée €puise
les nutriments du milieu et induisent la formation des spores qui seront récoltées par raclage a

1’aide d’un étaloir en verre dans une solution de KNO3 a 0.1M.

Enfin, Les suspensions de spores fongiques sont transférées dans un tube stérile et
centrifugées & 10.000 t/min pendant 10 min afin d’ajuster la densité qui doit étre de 10 a 10®
spores. ml™, I’évaluation de la densité des spores est réalisée avec un hématimétre (Malassez)

et un microscope optique (Zeiss, grossissement x 40).

b. Test de I’adhésion
Les morceaux de bois lavés, seches et stérilisés sont d’abord traités par la vapeur de
composés majoritaires des huiles essentielles pendant 4h et 24h afin d’évaluer I’effet de ces
composés sur I’adhésion des spores fongiques a une surface de bois de cédre traités durant 4h

et une autre traités durant 24h. Ces morceaux sont ensuite disposés et collés dans les petites
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boites de pétri, Puis la suspension de spores realisée précédemment est coulée dans ces boites
de pétri jusqu’a immersion totale des morceaux de bois. L’adhésion des spores sur la surface

s’opere par le phénomene sédimentation sous I’effet de la gravité.

Apres 10h d’incubation, Les cellules non adhérées sont éliminées en ringant manuellement

et délicatement le substrat trois fois avec de l'eau distillée stérile.

"\. ‘.J - -\\
7\
/ \ \
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25°C

s&l.=

Figure 9 : Protocole de 1’adhésion des micro-organismes au bois

c. Observation au microscope électronique a balayage environnemental

Pour évaluer le comportement adhésif des spores fongiques sur la surface du bois traité par
la vapeur de composés majoritaires des huiles essentielles, les échantillons de bois de cédre sont
analysés par le Microscope Electronique a Balayage Environnemental (M.E.B.E) de type
Quanta 200 (FEI company) équipé d’un canon a électrons a filament de tungsténe (Figure 10)
a la Cité de I’Innovation de Fés. Les analyses effectuées sont menées sous une pression partielle
de vapeur d’eau. La microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning
Electron Microscopy) est une technique de microscopie basée sur le principe des interactions
électrons-matiére. Un faisceau d'électrons balaie la surface 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.
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Figure 10 : Microscope électronique a balayage environnemental

Principe de fonctionnement du M.E.B.E

Un faisceau d’¢électrons fin produit par un canon a électrons est projeté sur 1’échantillon a
analyser. L’interaction entre la sonde électronique et 1’échantillon génére 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 électrons secondaires et de la topographie de 1I’échantillon au point considéré.
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Figure 11 : Schéma des composants essentiels d'un microscope électronique a balayage.

(1) Le canon a électrons qui produit le faisceau électronique

(2) Le systeme des condenseurs Ces condenseurs permettent d'agir sur I'ouverture du
faisceau et donc la taille de la sonde d'analyse

(3) Le systeme de balayage formé par les bobines de déflexion permet de déplacer la
sonde sur l'objet

(4) une lentille électromagnétique finale appelée «objectif» qui permet de focaliser le
faisceau sur la surface a examiner

(5) un platine porte-objet mobile

(6) (7) (8) des détecteurs permettant de capter les différents signaux émis par 1’échantillon

(9) un systéme de visualisation d’image
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1. Caractérisation physico-chimiques de la surface du bois traités

Comme nous I’avons mentionné dans la partie précédente, la méthode de 1’angle de contact
qui est une méthode simple et rapide a été utilisée pour évaluer 1’effet de la vapeur de composés
majoritaires des huiles essentielles sur les propriétés physico-chimiques du bois de cédre en
utilisant trois solvant qui sont I’eau (solvant polaire protique), formamide (solvant polaire

protique) et dilodométhane (solvant apolaire aprotique).

a. Effet du temps de contact des composes majoritaires des huiles essentielles
sur I’hydrophobicité du bois de cedre
Le tableau ci-dessous regroupe les résultats de la mesure des angles de contact de la surface

du bois traités ainsi que le calcul des valeurs de AGiwi.

Tableau 5 : Résultats de la mesure des angles de contact de la surface du bois traités ainsi
que le calcul des valeurs de AGiwi

Angles de Contact (°) AGiwi
Composés Temps de (5] 6 6
majoritaires traitement W F D
en heure
Témoin 0 734061 | 36.2+0.92 25.8 +0.16 -58,53
4 81.4 +0.77 48.3 +0.66 18.0 +0.35
-77,42
8 74.9+050 | 34.3+1.05 29.6 +0.23
-59,39
Carvacrol 10 75.6 +0.33 | 36.2+0.13 22.4+0.0
-64,89
24 52.1+0.55 | 12.7 +0.44 16.5 +0.18
-27,58
4 7494042 | 39.2+0.38 23.3 +0.85
-62,55
8 63.5+0.16 | 13.3+0.58 20.6 +0.81
-46,27
Carvone 10 46.0 +0.16 | 10.9 +0.55 10.2 +0.23 s
24 49.7+0.09 | 11.2+0.24 12.5+0.03
-24,16
4 87,7+0,55 46,9+1,25 14,1+0,95 -93,38
8 80.5+0.45 | 454057 24.6 +0.09 D en
Eucalyptol 10 8441066 | 43.0:045 | 1912013 i
24 80.0+1.08 | 28.0+0.30 21.6 +1.09
-71,58
( |
\ ¥ )




L’angle de contact vis-a-vis de 1’eau (6w) peut étre utilisé comme une méthode qualitative
pour mesurer 1’hydrophobicité de la surface (Oliveira et al. 2001), d’apres Vogler (1988) la
surface est considérée hydrophobe si Ow est supérieur a 65° et hydrophile si Ow est inférieur a
65. Il est possible aussi de déterminer quantitativement le degré d’hydrophobicité d’une surface
vis-a-vis de 1’eau (w) en se basant sur I’approche de van oss(Van Oss et al. 1989; Van Oss and
Chaudhury. 1988; Van Oss . 1995)

D’apres les résultats présentés dans le tableau 5 et la figure 12 et en se basant sur I’approche
de vogler et van oss on peut dire que la surface du bois de cédre non traité (témoin) présente un
caractere qualitativement et quantitativement hydrophobe avec des valeurs de
Ow =73.4°+0.61 > 65° et AGiwi= -58.53 mJ.m-2 <0. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Sadiki et al. (2014) qui ont trouvés une valeur d’angle de contact de I’ordre de
86.0° +0.2 > 65° et AGiwi= -81.98 mJ.m-2 <0 pour le méme matériau. Des propriétés similaires
sont démontrées dans d’autres travaux (EI Abed et al. 2011 ; Barkai et al. 2014) en évaluant

le caractére hydrophobe du bois de cedre.

0
-10 moin
g -20
‘g -30
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v 40 M Carvacrol
L E 5
= M Carvone
-EDE -60
o -70 M Eucalyptone
= -80
-90
-100
Temps de traitement (h)
100
90
— 80
w 70
=
(&)
o 60 M Carvacrol
9o 50
8. 40 M Carvone
= 30 B Eucalyptone
T 20
10
0
Témoin 4h 8h 10h 24h

Temps de traitement (h)

Figure 12 : Effet du temps de contact de la vapeur des composés majoritaires des HE sur

I’hydrophobicité de surface du bois de cedre.
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A la lumiere des résultats obtenus (figure 12 et tableau 5), I’hydrophobicité du bois de cédre
reste relativement stable apres 4h, 8h et 10h de contact avec la vapeur du carvacrol, en
présentant toujours le caractére hydrophobe de point de vue qualitative et quantitative. En
revanche, 1’échantillon mis en contact pendant 24h avec la vapeur du méme composé
majoritaire présente un caractére qualitativement hydrophile (6w =52.1°+0.55 < 65°) et

quantitativement hydrophobe (AGiwi= -27.58 mJ.m-2 <0).

Pour les échantillons traités avec la vapeur du carvone, un changement qualitatif du caractere
hydrophobe du bois de cedre est observé aprés 8h, 10h et 24h de contact (Bw< 65°), alors
qu’aucune modification n’a eu lieu de point de vue quantitative puisque les valeurs de AGiwi
restent inférieurs a 0. Les résultats obtenus montrent aussi une légere augmentation qualitative
et quantitative du caractere hydrophobe de la surface des échantillons traités par la vapeur du

troisiéme composé majoritaire des huiles essentielles testées qui est 1’eucalyptol.

Ces résultats montrent également que les trois composés majoritaires des huiles essentielles
testées n’ont aucun effet de point de vue quantitative sur le caractére hydrophobe du bois de
cedre par contre ce caractére devient qualitativement hydrophile aprés 24 h de contact avec la
vapeur du carvacrol et 8h de contact avec la vapeur du carvone. Cette modification corréle
seulement de point de vue qualitative avec les résultats obtenus par Sadiki et al. (2014) en

évaluant le caractére hydrophobe du bois de cedre traités par des extraits de Thymus vulgaris.

Un effet similaire a été observé par Wei et al. (2012) qui ont rapporté que le caractere
qualitativement hydrophobe de bois de bouleau (6w = 115°) a diminué apres une modification
de la surface de ce dernier avec un colorant acide et un agent de fixation, les échantillons
modifiés devient qualitativement hydrophile avec des valeurs de 6w qui varie entre 29.5° et
40.5°.

En revanche, ces résultats ne concordent pas de point de vue qualitative avec ceux obtenus
par EI Abed Soumya. (2012) qui a montré que la vapeur du carvone n’a aucun effet sur I’angle
de contact par rapport a I’eau pour le bois de cedre et que les échantillons traitées par le

carvacrol présentent une hydrophobicité plus marqué par rapport au témoin.
Ces modifications qualitatives ne corroborent pas avec celle obtenues par une modification

génerée du bois de chéne rouge avec une solution ethanoique de cuivre. Effectivement, Haihong

et Kamdem. (2010) ont rapporté que le résultat de la mesure de 1’angle de contact vis-a-vis de
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I’eau de la surface du bois de chéne rouge traité montre qu’elle est plus hydrophobe que la

surface du bois non traité (témoin).

Enfin, on pourrait déduire d’aprés ces résultats que la surface des échantillons de bois traité
par la vapeur des trois composés majoritaires présentent un caractére hydrophobe (AGiwi<0)
selon I’approche de Van Oss (1995).

b. Caractére donneur-accepteur d’électrons du bois de cédre traité par la
vapeur des composés majoritaire des HE.
Le caractére donneur et accepteur d’électrons de la surface du bois de cédre traité par la

vapeur des composés majoritaires des HE est resumeé dans le Tableau ci-dessous.

Tableau 6 : Résultat de la mesure du caractére donneur et accepteur d’électrons de la surface

du bois de cedre traité.

Tension de Surface: composantes
et paramétres (mJ.m2)
Composés Temps de ytW v '
majoritaires traitement
en heure

Témoin 0 45.9 +0.06 1.4 +0.09 3.4 £0.24
4 48.3 +0.09 0.2 +0.06 2.0 +0.46
8 44.4 +0.09 2.1+0.19 2.2 +0.33
Carvacrol 10 47.0 0.0 1.3+0.05 231017
24 48.7 +0.04 1.5 +0.03 15.6 +0.5
4 46.8 +0.29 0.9+01 3.3+0.31
8 47.6 +0.24 2.8 +0.08 5.6 +0.09
Carvone 10 50.0 +0.03 1.0 £0.03 22.0 +0.23
24 49.6 +0.01 1.3 +0.01 17.9 +0.14
4 46.4 +0.24 1.9 +0.09 10.3 +0.13
8 42.8 +0.35 2.6 +0.1 17.5 +0.17
Eucalyptol 10 49.3 0,06 0.8 20.04 431042
24 48.5 +0.0 0.2 +0.04 23.8 +0.35
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Selon les résultats illustrés dans le tableau 6 et la figure 13, on constate que la surface du
bois de cédre non-traité (témoin) présente un caractere électrons-accepteur faible y*=1.4 +0.09
mJ.m2 qu’électrons-donneur y'=3.4 £0.24 mJ.m 2, Ces résultats corroborent avec ceux obtenus
par El Abed al. (2011, 2013) qui ont rapportés que la surface du bois de cédre avait des valeurs

de y*=0mJ.m2et y=5.5mJ.m=.
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Figure 13 : Effet du temps de contact de la vapeur des composés majoritaires des HE sur

le caractere donneur et accepteur d’électrons.

Les résultats montrent aussi une augmentation du caractére donneur d’électrons apres 24 h
de contact avec le carvacrol et 10 h de contact avec le carvone, en effet, les valeurs de y- passent
de 3.4 415.6 mJ.m2 pour le carvacrol et de 3.4 4 22 mJ.m2 pour le carvone alors que les valeurs
de y* (électrons-accepteur) restent sans modification significative. Pour les échantillons de
bois traités par la vapeur d’eucalyptol, il semble clairement que la surface du bois présente un
caractéere donneur d’électrons relativement élevé. Ce caractére est plus exprimé aprés 4 heures
de contact en comparaison avec les autres composés majoritaires. Ces resultats corrélent avec

ceux obtenus par El Abed Soumya, (2012) qui a montré que la surface du bois de cédre présente
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un caractére donneur d’électrons relativement élevées aprés traitement par la vapeur du

carvacrol et du carvone.

En comparaison avec d’autres études effectuées sur le méme matériau, on constate que nos
résultats sont en accord avec celui de Sadiki et al. (2014) qui ont trouvés que le caractere
électrons-donneur de la surface du bois de cédre traité par 1’extrait de thymus vulgarus est élevé
par rapport au témoin. Des propriétés similaire ont été observees par Haihong et Kamdem
(2010) en évaluant le caractére electrons donneur électrons accepteur de la surface du bois de

chéne rouge traité par PVC- cuivre-amine.

Cependant, nos résultats ne corroborent pas avec ceux trouveé par Gérardin et al. (2007) qui
ont rapportés qu’un traitement thermique de la surface du bois de pin et de I’hétre entraine une
diminution significative du caractere électrons-donneur de ce matériau par rapport aux témoins

(surface du bois de pin et de I’hétre non traité).

En résumé et d’apres tout les résultats obtenus, on peut conclure que le traitement de la
surface du bois de cédre par la vapeur des composés majoritaires des HE testées entraine
seulement une augmentation du caractére donneur d’électrons alors que les autres propriétés

physico-chimiques restent sans modifications significative.
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2. Effet de la vapeur des composés majoritaires des huiles essentielles sur

I'adhésion des spores fongiques a la surface du bois de cedre.

La deuxiéme partie de cette étude consiste a évaluer la capacité de la vapeur des composés
majoritaires des huiles essentielles a inhiber 1’adhésion des spores de Pencillium commune et
Thielavia hyalocarpa a la surface du bois de cédre en utilisant la Microscopie Electronique a

Balayage Environnemental.

a. Temoin (surface non-traitée)

Les images ci-dessous représentent les résultats de 1’adhésion des spores de Pencillium

commune et Thielavia hyalocarpa sur le bois de cédre non-traité.

p ressure - “det [mag | HV  |pressure | 100 pm
51 Pa | USMBA-FEZ LFD | 1000 x [10.00 kV| 70 Pa

Figure 14 : Observation par ESEM de I’adhésion de Thielavia hyalocarpa (a) et Pencillium

commune (b) au bois de cédre non traité

D’apreés la figure 14, on constate que 1’adhésion des spores de Pencillium commune et
Thielavia hyalocarpa sur le bois de cédre non-traité est importante et relativement similaire.
Ces résultats correlent avec ceux trouvés par (Sadiki et al. 2015; El Abed et al. 2011) qui ont
montrés un fort comportement adhésif des spores fongiques de Pencillium commune,

Aspergillus niger et Penicillium expansum sur la surface du bois de cedre.

b. Effet antiadhésif de la vapeur des composés majoritaires des huiles
essentielles.
Dans la littérature scientifique, plusieurs auteurs ont évalué 1’activité antimicrobienne en
phase vapeur d’un grand nombre des HE et de leurs principaux constituants( LOpez et al. 2005;
Lopez et al. 2007; Nedorostova et al. 2009; Goifii et al. 2009; Nostro et al. 2004, 2007, 2009;
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Peretto et al. 2014). Cependant, peu sont les travaux qui expliquent 1’inhibition de 1’adhésion
d’un biofilm en se basant sur la modification de la surface des supports utilisés par la vapeur
des huiles essentielles ou de leurs composés majoritaires. De ce fait, ce travail s’est focalisé sur
une modification de la surface du bois de cédre par la vapeur de ces composés volatils afin

d’évaluer ensuite leurs effets antiadhésifs contre des spores fongiques dégradant ce matériau.

Les figures ci-dessous représentent les résultats donnés par microscopie électronique a
balayage environnemental, de 1’adhésion des spores de Pencillium commune et Thielavia
hyalocarpa sur le bois de cédre traité par la vapeur des trois composés majoritaires des huiles

essentielles testés.

(b)

Figure 15 : Clichés microscopiques de I’effet de la vapeur du carvone sur I’adhésion de
Thielavia hyalocarpa (a) et Pencillium commune (b) a la surface du bois apres 4h et 24h de
contact.
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(b)

Figure 16 : Clichés microscopiques de I’effet de la vapeur d’eucalyptol sur I’adhésion de

Thielavia hyalocarpa (a) et Pencillium commune (b) a la surface du bois apres 4h et 24h de

contact.

D’apres les résultats des figures 15 et 16, il semble clairement que le traitement de la surface
du bois de cedre avec la vapeur du carvone et de I’eucalyptol n’empéche pas I’adhésion des
spores de Thielavia hyalocarpa et Pencillium commune. Effectivement, les images obtenues
par microscopie électronique a balayage montrent que I’adhésion de ces spores fongique reste

toujours importante et presque semblable en comparaison avec le témoin (surface con-traitée).
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(b)

Figure 17 : Clichés microscopiques de I’effet de la vapeur du carvacrol sur I’adhésion de
Thielavia hyalocarpa (a) et Pencillium commune (b) a la surface du bois apres 4h et 24h de

contact.

D’apreés la figure 17, on voit clairement une diminution du nombre des spores adhérés sur la
surface du bois de cédre traitée durant 24 h, ceci nous améne a dire que la vapeur du carvacrol
exerce un pouvoir antiadhésif contre les spores de Thielavia hyalocarpa et Pencillium
commune. Cette activité peuvent étre expliquée a la fois par le changement des propriétés

physico-chimiques du bois de cédre et par le pouvoir antifongique de la vapeur du carvacrol.

L’effet d’inhibition des HE et de leurs composés majoritaires a 1’état vapeur par rapport a

I’état liquide a été récemment signalée, mais seulement sur les cellules planctoniques ( Inouye
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et al., 2000 ; Ben Arfa et al. 2006; Tullio et al., 2007 ; Gofii et al., 2009). En fait, Certains
travaux ont démontré la plus grande efficacité du carvacrol a 1’état vapeur qu’a 1’état liquide.
Cette efficacité peut étre due a I'effet combiné de dép6t direct du carvacrol sur les micro-
organismes avec un effet indirect via 1’adsorption par la gélose (Inouye et al 2001) ou a la
composition chimique de ce composé (Inouye et al. 2006). A I’inverse de ces constatations,
Burtetal. (2007) ont montré que I’effet inhibiteur du carvacrol a I’ état vapeur contre Salmonella
enterica est di principalement a 1’accumulation de la vapeur de ce composé dans le milieu
plutot que dans I’air, avec un pouvoir antibactérien important lorsque le temps d’exposition est

long.

Un pouvoir antiadhésif similaire a celui trouvé au cours de cette étude a €té rapporté par
Nostro et al. (2009) en évaluant 1’effet de la vapeur du carvacrol sur les biofilms des deux
souches Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis sur des plaques de polystyrene.
Effectivement, cette étude a montré que I'efficacité de la vapeur du carvacrol est dépendante du
temps d'exposition et que La population de biofilm a diminué seulement aprés un traitement

prolonge de 24 h.

Dans une étude comparative sur l'activité antimicrobienne des huiles essentielles a 1’état
vapeur, Inouye et al (2003) ont démontré que la concentration de la vapeur de thym sauvage
(composés principalement de 80% de carvacrol) dans 1’air était maximale aprés 1lh de
traitement, cette concentration diminue progressivement en fonction du temps et s’accumule
dans le milieu. Ceci nous améne a dire que 1’effet antiadhésif obtenu dans le présent travail peut
étre dii a ’accumulation importante du carvacrol a la surface du bois de cedre traité durant 24h

par la vapeur de ce compose majoritaire.

En revanche, Inouye et al. (2006) ont démontré que les huiles essentielles ayants un phénol
en tant qu’un composé majoritaire présentes une activité de la vapeur plus puissante, ce qui peut
expliquer le pouvoir antiadhésif du carvacrol sachant que ce dernier est un phénol alors que le
carvone et I’Eucalyptol ne le sont pas (le carvone est un cétone et I’eucalyptol est un éther). En
effet, Bakkali et al, (2008) ont démontré que la carvacrol en tant qu’un composé majoritaire
hydrophobe et lipophile est capable de s’intercaler entre les chaines d’acide gras de la
membrane plasmique des cellules. Le groupement hydroxyle du carvacrol joue aussi un réle
important en augmentant la capacité de cette molécule a pénétrer dans la membrane de sorte a
la perturber( Nostro et al., 2009 ; Ahmad et al., 2011).
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3. Corrélation entre les caractéristiques physico-chimiques du bois de cédre

et I'adhésion des spores fongiques.

Les propriétes antibiofilm des huiles essentielles sont souvent attribuées a leurs principaux
composants et leurs mécanismes d’actions(Dalleau et al, 2008; Nostro et al., 2004), cependant,
peu sont les travaux qui expliquent I’effet des modifications physicochimiques de la surface des
supports utilisés sur I’adhésion primaire d’un biofilm. De ce fait, ce travail s’est focalisé sur la
corrélation entre les caractéristiques physico-chimique du bois de cedre apres traitement par la

vapeur des composés majoritaires des HE et 1’inhibition de I’adhésion microbienne.

Des travaux précédents ont montré que 1’hydrophobicité de plusieurs microorganismes est
bien corrélée avec 1’adhésion a une surface solide hydrophobe et que les cellules hydrophobes
adherent mieux sur les surfaces hydrophobes que les surfaces hydrophiles(van Loosdrecht et
al, 1987). Or, les résultats de test d’anti-adhésion montrent un fort comportement adhésif des
spores de Thielavia hyalocarpa et Pencillium commune qui sont des souches hydrophiles
(El Abed et al. 2011) sur la surface du bois de cédre qui présente toujours un caractere
hydrophobe, donc le caractére hydrophobicité ne peut pas expliquer le phénomene d’adhésion

microbienne dans le cas de notre étude.

Cependant plusieurs autres travaux ont rapporté que les interactions acide-bases jouent un
role important dans 1’adhésion des microorganismes sur la surface d’un support(Hamadi et
Latrache 2008; Henriques et al 2004). Les résultats obtenus au cours de cette étude concernant
ces interactions montrent que le bois de cédre traité durant 24h avec la vapeur du carvacrol
devient plus donneur qu’accepteur d’électrons, donc les interactions avec les spores fongiques
vont devenir plus faibles vu qu’elles ont un caractére donneur d’électron important, ce qui est
confirmé par les images obtenues par le MEBE. Or, un fort comportement adhésif des spores
fongiques est observé aussi sur la surface du bois traitée par la vapeur du carvone et d’eucalyotol
méme si ces deux composés majoritaire exercent un effet similaire a celui de la vapeur du
carvacrol, ceci nous ameéne a conclure que 1’effet antiadhésif de la vapeur du carvacrol est due
principalement au pouvoir antifongique tres connus de ce composeés et non a la modification

physico-chimique de la surface du bois de cedre.
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Dans la littérature scientifique, trés peu d’étude ont été réalisé sur les interactions entre les
microorganismes et le bois, en particulier, le bois de cédre qui reflete en tant que marocains et

citoyens de la ville de Fes notre patrimoine culturel et notre histoire.

De ce fait, nous nous sommes focalisés dans cette étude sur I’efficacité antiadhésive et
antimicrobienne de la vapeur des composés majoritaires dans la premicre étape de 1’adhésion
microbienne a la surface du bois de cédre. Dans un premier temps, nous avons utilise la méthode
d’angle de contact afin d’évaluer les caractéristiques physicochimiques en terme
d’hydrophobicité et les composants accepteur/donneur d’électrons de la surface du bois de
cedre avant et apres traitement par la vapeur des composés majoritaire des huile essentielles.
Les résultats montrent que les propriétés physicochimiques du bois de cédre dépendent du

temps de contact et de type de composé majoritaire testé.

La deuxieme partie de ce travail a été consacré a une visualisation par la microscopie
¢lectronique a balayage environnemental de I’effet de la vapeur des composés majoritaires des
huiles essentielles sur le comportement adhésif des spores fongiques. Les images obtenus par
le MEBE montrent clairement que la vapeur du Carvacrol exerce une activité antiadhésive
contre les spores fongiques et que le temps de traitement est un parametre déterminant lors de

I’¢tude de ce phénomene.

Le traitement des surfaces du bois de cedre, par vapeur des composés majoritaires
conjuguant a la fois une efficacité antiadhésive et activité antimicrobienne, constitue une
approche pertinente dans le cadre de lutte contre les biofilms et la préservation du bois. Un

certain nombre de perspectives sont donc envisageables a I’issue de ce travail :

e Effet de concentration de la vapeur des composés majoritaires des huiles essentielles sur
les propriétés physicochimiques de la surface du bois de cedre

e Effet de concentration de la vapeur des composés majoritaires des huiles essentielles sur
’adhésion des microorganismes au bois de cedre

e étude de la stabilité des caractéristiques du bois de cedre traité avec le temps

e Comparaison entre un traitement direct et indirect (a 1’état vapeur) de la surface du bois
de cedre par les composés majoritaires des huiles essentielles.

e Etude du mécanisme d’inhibition d’adhésion des microorganismes par le Carvacrol.
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Tableau 1 : Composition du milieu Extrait de Malt solide (1L)

Constituants Quantité
Extrait de Malt 309
Agar 15-20g
Eau distillée 1000 ml

Tableau 2 : composition de la solution de KNO3z 0,1 M (0,5 L)

Constituants Quantité
KNOs (poudre) 5.055
Eau distillée 500 ml
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Le bois de cedre est un biomatériau sensible aux agents biologique de dégradation en
particulier les microorganismes ce qui impose 1’application de traitement pour le préserver et
le stabiliser. Dans ce cadre, le présent travail propose d’étudier I’effet de la vapeur des composés
majoritaires des huiles essentielles sur I’adhésion des spores fongiques a la surface du bois de

cédre.

Le premier objectif de cette étude était d’évaluer ’effet de la vapeur des composés
majoritaires des huiles essentielles sur les caractéristiques physicochimiques de la surface du
bois de cédre. Les résultats montrent que les propriétés physicochimiques du bois de cedre
dépendent du temps de contact et de type de composé majoritaire testé.

Le deuxieme objectif de ce travail est de visualiser I’effet de la vapeur des composés
majoritaires des huiles essentielles sur 1’adhésion des spores fongiques a la surface du bois de
cedre par la microscopie électronique a balayage. Ce traitement de la surface du bois a mis en
évidence une efficacité antiadhésive et une activité antimicrobienne de la vapeur du carvacrol

contre les spores de Pencillium commune et Thielavia hyalocarpa.

Mots clés : Bois de cédre, biofilm, adhésion, antiadhésive, caractérisation physico-

chimique, MEBE, vapeur des composes majoritaires des HE, angle de contact.
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