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Résumé

Au cours de la derniére décennie, les huiles essentielles ont fait I'objet d'une attention
considérable dans les secteurs pharmaceutique, alimentaire et cosmétiques grace a leurs
nombreuses activités biologiques. Toutefois, en raison de leur nature volatile, de leur
susceptibilité chimique et de leur faible solubilité, leur développement en tant qu'agents
antimicrobiens est limité. Les nanoparticules composees de polymeéres biodégradables et de

matériaux inorganiques ont été étudiées pour surmonter ces limitations.

Dans la présente étude, les propriétés antimicrobiennes des nanoparticules d’argent chargée
des huiles essentielles Syzygiumaromaticum (Clou de Girofle) et Melaleucaalternifolia(Arbre
de thé) préalablement synthétisés ont été évaluées vis-a-vis d’Escherichiacoli, Staphylococcus

aureus, et Candida albicansen utilisant la technique de diffusion par disque.

Les résultats ont montré que les nanoparticules chargées des huiles présentent une activité
antibactérienne significative contre les souches de référence testées a I’exception de Candida

albicans.

Mots clés : Huiles essentielles, Syzygiumaromaticum, Melaleucaalternifolia, nanoparticules,

activité antibactérienne, activité antifongique.



Abstract

Over the past decade, Essential oils have received considerable attention in the pharmaceutical,
food and cosmetics fields due to their diverse biological activities. However, their development
as antimicrobial agents is limited because of their low solubility, chemical susceptibility, and
volatile nature.To get around these restrictions, researchers have looked into using inorganic and

biodegradable polymer nanoparticles.

In the present study,nanoparticles loaded with essential oils of Syzygium aromaticum (Clove)
and Melaleuca alternifolia (Tea Tree) are synthesized and their antimicrobial activity has been
evaluated against Candida albicans,Staphylococcus aureus, and Escherichia coli using the disk

diffusion technique.

According to the findings, the oil-loaded nanoparticles significantly inhibited the growth of the

tested strains of bacteria.however, Candida albicans was resistant.

Key words: Essential oils, Syzygium aromaticum, Melaleuca alternifolia,nanoparticles,

antibacterial activity, antifungal activity
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Introduction



Les infections microbiennes demeurent des maladies graves et leur incidence a considérablement
augmenté ces derniéres années(Nair et al.,2022), La situation est encore plus inquiétante en
raison de I'émergence de souches de microorganismes résistants aux antibiotiques et de
I'apparition d'infections inhabituelles qui mettent en péril les traitements avec les médicaments
existants.Devant ces défis, il est essentiel de rechercher de nouvelles substances

antimicrobiennes performantes et a large éventail d'action (De Krakeret al., 2016).

Les huiles essentielles, qui sont des métabolites secondaires des végétauxont été largement
explorées a grande échelle en tant que sources potentielles de nouveaux agents antimicrobiens,
de conservateurs alimentaires et de traitements alternatifs pour les maladies infectieusesen raison
de leurs propriétés antifongiques, antiparasitaires, antibactériennes et antivirales (Chouhanet al.,
2017). Différentes recherches ont prouvé que les éléments bioactifs présents dans les huiles
essentielles se fixent a la surface des cellules et pénétrent dans la bicouche phospholipidique de
la membrane cellulaire, ce qui cause des dommages a la membrane et entraine des effets néfastes

sur les activités métaboliques et la mort des cellules (Rai et al.,2017).

Malgré les résultats prometteurs en termes d’activité, 1’utilisation des huiles est limitée en raison
de quelques problemes tel que la toxicité (Hausen, 1994), en outre les composants des huiles ont
tendance a se dégrader facilement lorsqu'ils sont exposés a la lumiére, a la chaleur, a l'air et a
I'humidité, en plus d'une susceptibilit¢ possible aux réactions d'hydrolyse et d’oxydation.
(Baldisseraet al.,2016 ; Souzaet al.,2017). Dans ce sens, ’utilisation des nanoparticules a été

proposée pour éviter ces problémes.

Les nanoparticules sont des particules mesurant entre 1 et 100 nanomeétres de taille et qui sont
constituées de carbone, de métal, d'oxydes métalliques ou de matiere organique(Hasan et al.,
2015). Les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont été particulierement remarquéees en raison de
leurs caractéristiques (non-toxicité, faible cott, disponibilité et 1’absorption optique significative
dans les domaines visible et ultraviolet (Quelemes et al., 2013).

L'objectif de ce mémoire est d'analyser l'impact antimicrobien des nanoparticules d'argent
chargées des huiles essentielles de deux plantes aromatiques (Syzygium aromaticum et

Melaleuca alternifolia) sur certains micro-organismes pathogeénes.
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Les huiles essentielles font partie des groupes les plus importants de composés vegétaux
(Fontanay et Mougenot, 2015). Il s'agit de melanges complexes de composés volatils qui se
distinguent par leur odeur plus ou moins prononcée, leur structure, ... (Bakkaliet al.,
2008 ;Kalemba, et al., 2012), Elles peuvent étre obtenues , soit par des procédés mécaniques,

chimiques, ou physiques (Lagunez Rivera, 2006).
1. Composition chimique

Les huiles essentielles se composent principalement de deux catégories de composés odorants
différents.La plupart des essences contiennent des terpénes (mono et sesquiterpenes), ainsi que

des composés aromatiques dérivés du phényl propane ( (Kurkin, 2003).
1.1. Les terpenes

Les terpénes sont des polymeéres isopréniques constitués par I'association de deux ou plusieurs
unités isopréniques. lls sont constitués de I'isopréne brut (C5 H8) (Ouis ,2015). Les terpenes sont
abondants dans la nature, les plantes vasculaires générent des terpenes volatils, en particulier
dans les organes foliaires.Ces molécules sont produites en combinant au moins deux composés a
5 carbones dont la structure est similaire a celle de I'isoprene ou du 2-méthyl buta-1,3-diéne
(Banthorpeet al., 1991).

Les composes terpéniques sont classés en : Hemiterpénes (n=1), Monoterpénes (n=2),
Sesquiterpénes (n=3), Triterpénes (n=6), Tétraterpenes (n=8) et Polyterpénes. Les poly terpenes
(n isoprenes) incluent également le caoutchouc et la gutta-percha (Benayad, 2008).

1.2.  Les composés aromatiques

Les composés aromatiques issus du phenylpropane (eugénol, anéthol, vanilline,...etc) sont
moins courants, mais ils jouent un role crucial, (Bruneton, 1999) (Figure 01). Ces composés
aromatiques forment un ensemble essentiel, puisqu'ils sont souvent a l'origine des specificités
olfactives et organoleptiques des huiles essentielles: I'eugénol est a I'origine de I'odeur du clou de

girofle (Syzygium aromaticum) (Hurtel, 2006).
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CHD
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Eugénol trans-Anéthaole Vanilline
Figure 01: Composés aromatiques issus du phénylpropane( kurkin, 2003)

2. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles

2.1. La distillation

Benjilali (2004) définit la distillation comme la séparation des composants d'un mélange de deux
ou plusieurs composants selon leur température de passage a l'état gazeux (ébullition ou
sublimation). Elle peut étre réalisée en utilisant de I'eau de distillation recyclée (cohobation) ou
sans utilisation de recyclage.Deux approches de base de distillation sont utilisées pour obtenir
des huiles essentielles, qui sont basées sur le méme principe : entrainement des composants
volatils du matériel végétal par la vapeur d'eau, Elles se distinguent par le niveau de contact entre
I'eau liquide et le matériau végétal.

2.1.1. L’hydrodistillation

La distillation a I'eau ou « hydrodistillation » (Figure 02) implique que le material végétal est
directement en contact avec I'eau. On parle de turbo distillation lorsque le végétal est broyé
(Benjilali, 2004).

L'hydrodistillation est une méthode de traitement par immersion directe du matériel végétal a
traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli d'eau qui est ensuite porté a
ebullition. Sur une surface froide, les vapeurs hétérogénes se condensent et I'huile essentielle se
sépare en raison d'une différence de densité (Brunetton, 1999).Cette technique présente des
désavantages tels que la calcination du matériau vegétal, ce qui entraine une altération de la

composition et des propriétés chimiques de I'huile essentielle.La température du récipient
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contenant le mélange (eau + organes vegétaux) peut étre modifiée et I'huile essentielle peut

changer d'odeur, de couleur et de composition pendant la distillation (Chalchatet al., 1997).

Systeme d'eau ANy R

pour refroidissement / //

Matiére vegetale
+FEau

¢ Chauuffe hallon

Figure 02 : montage de I'nydrodistillation(Hernandez Ochoa, 2005)
2.1.2. Lavapo-hydrodistillation

La distillation a la vapeur saturée, également connue sous le nom de « Vapo-hydrodistillation »,
est le procéde le plus approprié pour extraire les essences, en particulier si elles sont utilisées a
des fins médicales (Bego, 2001). Le matériau végétal, qui n'est pas en contact avec I'eau, est
soutenu par une grille ou une plague perforée en position appropriée a une distance suffisante du
fond de l'alambic, rempli d'eau. L'eau se transforme en vapeur sous l'effet de la chaleur et
traverse les plantes en entrainant les molécules aromatiques vers un systéeme de refroidissement.
La vapeur d'eau qui est chargée d'essence revient a I'état liquide grace a la condensation. Le
produit de la distillation se divise donc en deux phases : I'huile et I'eau condensée, également

connue sous le nom d'eau florale ou d'hydrolat (Belaiche, 1979 ; Benjilali, 2004) (Figure 03).
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Vapeur d'eau chargee Eau chaude
d hude essentele

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau
Eau florale

Eau florale +
hude essentelie

Chaleur —————e
Essencer

Figure 02 : la vapo-hydrodistillation (Lucchesi, 2005)

2.2. Pression a froid

Les huiles essentielles sont extraites de maniére mécanique grace a une pression a froid, ce qui
permet de détruire les glandes oléiféres et de libérer les huiles volatiles. Pendant cette procédure,
une émulsion aqueuse se crée, I'huile qui y est présente peut étre obtenue par centrifugation,

décantation ou distillation fractionnée (Dima et Dima, 2015).
2.3.  Extractions par les solvants et par les graisses

Les extraits végétaux sont préparés a l'aide de solvants non aqueux (hexane, éther de pétrole) et
de matiéres grasses (absorption des composeés volatils lipophiles par des corps gras) ou encore de
gaz.Ces solvants possédent un pouvoir d'extraction supérieur a celui de I'eau, ce qui signifie que
les extraits ne renferment pas seulement des composés volatils, mais aussi de nombreux
composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres gaz
(Richard, 1992 ; Robert, 2000). L'utilisation de solvants organiques pour I'extraction souleve
un probleme de toxicité des solvants résiduels, ce qui n'est pas négligeable lorsque I'extrait est

destiné aux secteurs pharmaceutique et agro-alimentaire (Bruneton, 1999).
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2.4.  Extraction par micro-ondes

Dans ce processus (Figure 04), la matiére vegétale est chauffée a I'aide de micro-ondes dans une
enceinte fermée ou la pression est progressivement réduite, la vapeur d'eau produite a partir de
I'eau propre a la plante entraine les composes volatils qui sont récuperés par la suite en utilisant
les méthodes traditionnelles de condensation, de refroidissement et de décantation.Ce procédé
offre un avantage considérable en termes de temps (la durée d'extraction est réduite ) et
d'énergie (température plus faible), le micro-ondes permet d'extraire deux kilos de Mentha
piperita pour obtenir environ 1% d'huile essentielle en 15 minutes, tandis que I'nydrodistillation
nécessite deux heures pour obtenir un rendement comparable a partir de la méme quantité de
plante (Mengalet al., 1993).

L'huile essentielle obtenue par cette méthode présente souvent une composition similaire a celle
obtenue avec un entrainement a la vapeur traditionnel.Cependant, on retrouve généralement une
proportion plus élevée de composés oxygénés dans les huiles essentielles extraites par
microondes. Cela s'explique par la quantité limitée d'eau dans le systéme et la vitesse de
chauffage (Bendahouet al., 2007; Lucchesiet al., 2007).

cette méthode offre de nombreux bénéfices : technologie écologique, économie d'énergie et de
temps, et réduction des dégradations thermiques et hydrolytiques (Mengalet al., 1993;
Lucchesiet al., 2004). De nos jours, de nombreuses études sont menées sur l'extraction par
micro-ondes, qui continue d'étre améliorée (Chematet al., 2006; Flaminiet al., 2007;
Lucchesiet al., 2007).
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Figure 03 : Extractionpar micro-ondes (Chematet al., 2006)

3. Activités antimicrobiennes des huiles essentielles

La littérature scientifique a largement étudié I'activité antimicrobienne des huiles essentielles et
les composés qu'elles renferment. Les huiles essentielles trés actives contiennent fréquemment

des composés phénoliques tels que I'eugénol, le thymol et le carvacrol (Bruneton, 2009).

Les huiles essentielles sont largement utilisées en raison de leurs vertus antiseptiques pour
combattre les maladies infectieuses causées par des bactéries, telles que les bactéries endo
canalaires (Benbelaid, 2015) et des fongiques, telles que les dermatophytes (Hamoudi, 2008), et
Les champignons opportunistes, tels que les moisissures allergisantes (Chaumont et Leger,
1989).

En raison de I'apparition de souches pathogénes antibiorésistantes, les huiles essentielles offrent
une opportunité sérieuse de remplacer les antibiotiques dans la lutte contre les maladies
infectieuses.De nombreux groupes de recherche ont examiné I'impact de I'huile essentielle de
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Melaleuca altemifolia sur la souche de Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (MRSA)
(Carson et al.,, 1995; Chan et al.,, 1998 ; Dryden et al., 2004). Cette huile, qui contient
principalement du terpinén-4-ol, a déemontré de trés bonnes performances in vitro dans la lutte

contre la propagation de MRSA.(Flaxman, 2005).

L'activite antibiofilm des huiles essentielles a également été prouvée. Selon une étude menée par
Khan et al. (2014), plusieurs huiles essentielles, telles que la cannelle, I'Eucalyptus, le Thym et
le Romarin, ont démontré leur activité antibiofilm contre des souches de Staphylococcus aureus
résistantes a la méticilline.Selon les résultats, toutes les huiles essentielles étudiées ont réussi a

empécher la formation de biofilms.

L'huile essentielle de clou de girofle a une activité antifongique puissante contre les pathogénes
fongiques tels que Candida albicans, Cryptococcus neoformansetAspergillus fumigatus.(Goetz
et al., 2010).Candida albicans est le plus souvent identifié comme étant I'agent pathogene de la

candidose.

L'huile essentielle de clou de girofle, dont I'eugénol est le principal composant phénolique,
présente une activité antifongique significative pendant la période d'adhérence initiale
(Belarminoet al., 2016)

Selon une étude menée par Balouiri et al. (2016), I'huile essentielle de Mentha piperita L. a
démontré son activité antibiofilm contre des souches de Candida albicans. D'apres les résultats,
I'huile essentielle a empéché la création de biofilms et a détruit les biofilms déja formés.

4. Huiles essentielles et nanotechnologie

Les huiles essentielles sont des liquides naturels hydrophobes et volatils, de faible poids

moléculaire et a forte odeur, extraits des parties végétales des plantes (Omar et al.,2022).

Elles se caractérisent par des mélanges complexes de composés (aldéhydes, cétones, alcools,

phénols, acides, éthers, esters) aux propriétés pharmacologiques importantes.

Toutefois, elles présentent une sensibilité aux hautes températures, a la lumiére et a la présence
d'oxygéne. Ainsi, les nanotechnologies sont proposes afin d'améliorer la stabilité, d’assurer la

qualité et I'efficacite de ces huiles (Antunes Filho et al., 2023).
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La synthése verte de nanoparticules a l'aide d'huiles essentielles est une procédure rapide et
simple qui suppose une préparation écologique des particules sans utilisation de substances
agressives, toxiques et colteuses. Il s'agit d'une méthode alternative, plus viable
économiquement et plus respectueuse de I'environnement pour obtenir des nanostructures par
rapport aux méthodes physiques codteuses, qui prennent du temps et sont nocives pour
I'environnement. Les métabolites secondaires des plantes sont souvent utilisés comme agents

réducteurs dans les synthéses "vertes"(Bratovcic, 2020).

Les nanoparticules produites par la méthode de synthése "verte" sont souvent caractérisées par
une biocompatibilité accrue due a l'utilisation de substances naturelles ayant I'activité biologique
requise (métaux nobles, métabolites secondaires, protéines), dont l'utilisation a été demontrée

avec succes dans diverses études in vitro et sur des animaux vivants (Bratovcic, 2023).

Divers nanomatériaux comme l'or, l'argent, le platine, le fer, le cuivre, le chitosane et le zinc ont
été utilisés dans la fabrication de nanoparticules chargées d'OE et dotées de propriétés
antimicrobiennes afin de résoudre les problemes liés aux OE. Les nanoparticules protegent les
HE de la dégradation par la chaleur et les UV, garantissant une plus grande stabilité, une
meilleure rétention des arbmes et une meilleure fonction, prolongeant ainsi la durée de
conservation du produit fini. En outre, les NP offrent une libération contr6lée des OE pour des

effets thérapeutiques prolongés.

Les nanoparticules d'argent(AgNPs) (Figure 05) ont fait I'objet de nombreux rapports, I'argent
est connu depuis longtemps pour son effet inhibiteur sur plusieurs souches bactériennes et micro-
organismes généralement présents dans les processus médicaux et industriels (Krutyakovet al.,
2008).
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Figure 04 : observation microscopique de nanoparticules d’argent (Nasrollahzadehet
al., 2019)

En outre, il a été étudié avec plusieurs agents pathogenes tels que les cellules cancéreuses, les
infections par des vecteurs arthropodes, les cosmétiques, la médecine et I'alimentation. La chimie
verte suggere d'utiliser des plantes pour la synthese de nanoparticules d'argent afin d'éviter la
production de sous-produits toxiques. La synthése de nanoparticules a partir de plantes est une
méthode privilégiée par rapport a d'autres méthodes de synthése car elle est respectueuse de
I'environnement, rentable et plus shre pour l'utilisation thérapeutique humaine (Kumar et
Yadav, 2009).

4.1. méthodes de synthése des nanoparticules d’argent

4.1.1. Méthodes physiques

Des procédés mécaniques, comme I'nomogénéisation et le broyage, ont été employés afin de
fabriquer des nanoparticules d'argent destinées a des applications antimicrobiennes.Toutefois,
lesparticules nanométriques d'argent obtenues se sont agrégées et ont démontré un effet
bactéricide et inhibiteur négatif.Dans les techniques physiques récentes, la synthése des

nanoparticules d'argent se fait habituellement par évaporation-condensation (Simchiet al., 2007)
4.1.2. Méthodes chimiques

Les différentes techniques chimiques utilisées pour préparer des nanoparticules d'argent
comprennent la réduction chimique en solution aqueuse (Wang et al., 2012), une réduction
organique (Gibbons et Getman, 1914), la réduction électrochimique (Cheng et al., 2002), la
voie micellaire inverse (Zhanget al., 2007), la réduction biochimique (Narayanan et Sakthivel,
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2010). La réduction chimique est la méthode la plus couramment employée pour créer des
solutions colloidales de nanoparticules métalliques (Bulgakova et Bulgakov, 2001) (Shannon
et al., 1995).Elle est principalement basée sur l'emploi de trois éléments : un précurseur
métallique, un agent réducteur et un agent stabilisant (Simchiet al., 2007).En outre, parmi toutes
les méthodes de synthése, elle permet sans doute le meilleur contréle de taille et de forme
(Dupont et al., 1995 ; Vogel al., 1999).

4.1.3. Méthodes biologiques

Les techniques chimiques offrent la possibilité de préparer des nanoparticules de taille homogéne
et contr6lable, mais elles nécessitent l'utilisation de solvants organiques qui peuvent représenter

des risques pour I'environnement (Nair et al., 2009).

Lesméthodes biologiques ont été utilisées pour la synthese des nanoparticules d'argent a partir de
microorganismes (Nair etal., 2009), d'enzymes (Baron et al., 2006) et de plantes ou d'extraits de
plantes (Rai et al., 2017).

Ells sont considérées comme une approche prometteuse en raison de la présence des sources de
matériaux adéquates, I'absence d'additifs chimiques et de sous-produits chimiques (Rai et al.,
2017).

Zargaret al., (2011)ont mis en évidence la possibilité d'utiliser I'extrait méthanolique des feuilles
de plantes pour produire des nanoparticules d'argent d'une maniére biologique (Kumar et al.,
2018) Ont opté a la production de nanoparticules d'argent respectueuses de I'environnement en
utilisant I'extrait d'Antidysenterica holarrhena et I'analyse de leur activité larvicide contre les
vecteurs de la dengue et de la filariose.

4.2.  Activités biologiques de nanoparticules d’argent

4.2.1. Activité antibactérienne de nanoparticule d’argent

Les Ag-NP ont révélé étre des bactéricides efficaces contre diverses bactéries, y compris les
bactéries Gram-négatives et Gram-positives, telles queEscherichia coli,Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, et Bacillus subtilis (Zhang et al., 2016). Le rapport surface/volume
des AgNPs élevé accroit leur interaction avec les micro-organismes et favorise la dissolution des

jons argent, ce qui renforce leur effet bactericide (Keywanet al.,, 2019). Plusieurs

12



Synthése bibliographique Les huiles essentielles

caractéristiques morphologiques et physicochimiques influencent I'activité bactéricide des
AgNPs, comme la taille, la forme, la concentration, et la surface.Les AgNPs de taille inférieure
ont une plus grande possibilité de passer par la membrane cellulaire et d'entrer dans la cellule, ce
qui empéche la croissance des bactéries (Carolnaet al., 2014).

4.2.2. Activité antifongique de nanoparticule d’argent

Les AgNPs présentent une efficacité antifongique puissante contre les champignonsCandida
albicans, Candida glabrata,Candida parapsilosis, Candida cruzi (Li et al., 2011) et
Bipolarissorokiniana (Zhang et al., 2016). Les AgNPs peuvent exercer leur activité antifongique
contre C.albicans en altérant la structure de la membrane cellulaire et en inhibant le processus de

bourgeonnement normal en perturbant I'intégrité de la membrane cellulaire (Tranet al., 2013).
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Ce travail a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’ Agro-Alimentaire,
au Biomédical et I’Environnement (LAMAABE) de I’Université AbouBekrBelkaid-Tlemcen, et
consiste a 1’évaluation de ’activité antibactérienne, antifongique des formulations préparées a base

des huiles essentielles.

1. Matériel
1.1.  Matériel biologique

Dans cette étude nous avons utilisé deux souches bactériennes de référence (tableau 01) dont
une souche a Gram positif Staphylococcus aureus et une a Gram négatif qui est Escherichia

coli et une souchefongique qui est candida albicans.

Tableau 01 : les souches testées

Souche testée ATCC
S. aureus 6538
E.coli 25922
Candida albicans 10231

1.2. Matériel végetale
Cette étude a été réalisée sur deux huiles commerciales (acheté chez herboriste)
-Huile de Syzygiumaromaticum (huile de girofle)
- Huile de Melaleucaalternifolia (huile d’arbre a thé)
2. Les milieux de culture
Pour les cultures bactériennes, nous avons utilisé des milieux liquides et solides suivants
Milieux de culture liquids : Bouillon de cceur de cerveau BHIB

Milieux de culture solides : Gélose Mueller Hinton, C’est un milieu standardisé recommandé

pour 1’étude de la sensibilité aux huiles essentielles des bactéries.
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Pour la culture fongique, Nous avons utilisé des milieux liquides et solides suivants :
Milieu de culture liquids : Bouillon de Sabouraud

Milieu de culture solide: Gélose Sabouraud au chloramphénicol (Sabouraud) pour
enrichissement la croissance des champignons dans lesquels on recherche candida albicans. Le

chloramphénicol c’est un antibiotique inhibiteur de croissance des bactéries.

3. Les méthodes

3.1.  Synthése des nanoparticules d’argent chargées des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été préalablement diluées dans I’acétone, afin de permettre une
incorporation rapide dans le systéme. Pour la synthése, une solution d’AgNO3z a été préparée a la
concentration de 0, 3lmmol.I"%, dont le pH a été ajusté a 8 a I’aide de NaOH 0,1 mol. L. 2 ml de
chaque huile diluée ont été ajoutés goutte a goutte dans 30 ml de la solution AgNO3z a 100°C
sous agitation vigoureuse pendant 30 min a I’abri de la lumiére. Une coloration brun-jaune a été
observée, indiquant la formation d’AgNPs (Vilaset al.,2014).(Figure 06).La solution est

conservé a 4°C jusqu’a utilisation.

&
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Figure 06 : Principe de la synthése de nanoparticules
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3.2.  Préparation de ’inoculum
Staphylococcus aureus et Escherichia coli

A partir des cultures conservées, des colonies bactériennes sont prises a 1’aide d’une pipette
pasteur boutonnée. Ces colonies sont inoculées dans des tubes a vis contenant 5 ml de bouillon
BHIB (Bouillon de cceur de cerveau), les cultures de Escherichia coli et Staphylococcus

aureussont incubés pendant 24 h a 37 °C

La suspension bactérienne est ajustée a 0.5 MacFarland c'est-a-dire : d'une densité optique allant
de 0,08 a 0,13 lue & 625 nm, qui correspond approximativement a 1-2 x 10® UFC/ml.
L’ensemencement se fait par écouvillonnage sur la gélose Muller Hinton par des stries serrées

tout en tournant la boite a 60° a trois reprises.
Candida albicans

A partir de culture conservée, la souche fongique est prise & ’aide d’une pipette pasteur
boutonnée, et est inoculée dans un tube a vis contenant 5 ml de bouillon Sabouraud la culture est
incubé pendant 24 h a 37°C. La suspension fongique est ajustée a 0.5MacFarland c'est-a-dire :
d'une densité optique allant de 0,12 a 0,18 lue a 530 nm. L’ensemencement se fait par
écouvillonnage sur la gélose Sabouraud par des stries serrées tout en tournant la boite a 60° a

trois reprises.

3.3.  Tests d’activité antibactérienne et antifongique (méthode de diffusion de

disuge sur gélose)

C’est une méthode qualitative consiste a mesurer le rayon d'inhibition par dispersions d'huiles
essentielles sur des organismes pathogénes. Elle a ’avantage d’étre d’une grande souplesse dans
le choix des produits a tester et de s’appliquer a un grand nombre des especes bactériennes
(Mehani, 2015).

Des disques de papier Wattman de 6 mm de diameétre ont été préparés, stérilisés a 1’autoclave,
imprégnés de 10 pl d’HE pure ou 10ul de la solution de nanoparticules d’AgNOs et sont
déposeés a la surface des boites ensemencées; les boites sont laissées diffusées, puis incubées a
37°C pendant 24h. L’expérience a été réalisée en trois exemplaires et la lecture se fait par la

mesure des diametres des zones d’inhibition (en mm) (Figure 07).
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Une échelle pour évaluer I’activité antimicrobienne a été proposée par Mutai et al. (2009), qui

ont classé les zones d’inhibition de la croissance en cinq catégories distinctes :
Zone d'inhibition > 21 mm : trés forte activité antimicrobienne

Zone d'inhibition 16-20 mm : forte activité antimicrobienne

Zone d'inhibition 11-15 mm : activité antimicrobienne modérée

Zone d'inhibition 6-10 mm : faible activité antimicrobienne

Zone d'inhibition < 6 mm : absence d'activité antimicrobienne ou résistance aux agents

antimicrobiens testés.
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Figure 07 : Principe de la technique d’aromatogramme (Zaika, 1988).
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Résultats et discussion

1. Synthése des nanoparticules

La synthese des AgNPs a été realisée selon le protocole décrit par (Vilas, 2014), elle
estconfirmée par le changement de couleur caractéristique, le milieu réactionnel est passé de

solution incolore en une solution colorée lors de 1'ajout d°AgNOz. (Figure 08)

A : avant la synthése B : apres la synthése

Figure 08 : Synthése des nanoparticules d’argent

La formation des AgNPs est due a la réduction des ions Ag* en atomes d'Ag® par I'huile
essentielle ajoutée a la solution d'AgNOs, ce qui a été confirmé apreés la transformation de la
solution incolore en une solution colorée. Les huiles essentielles contiennent des composes
(comme d'eugénol) présentant une variété de groupes fonctionnels ayant une grande affinité pour

les métaux nobles, ce qui contribue a la stabilisation des nanoparticules (Vijayaraghavan,

2012).
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2. Evaluation de Dactivité antibactérienne et antifongique des huiles pures

de et des nanoparticules chargees des huiles essentielles

La technique de diffusion en gélose a ete utilisée in vitro pour déterminer l'efficacité
antibactérienne et antifongique des HE ou des nanoparticules d'argent vis-a-vis des souches

cibles.

1.1.Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique des huiles pures

Le Tableau 02 et Figure (09, 10, 11) représentent les résultats des diameétres des zones
d'inhibition obtenus dans le cas des huiles de clou de girofle et de 1’arbre de thé pures. Les
résultats indiquent que les huiles testées ont démontré une activité antibactérienne intéressante

contre les deux souches bactériennes examinées.

Cette activité devrait étre associée a leur composition particuliere, la structure des leurs
composants constitutifs, leurs groupes fonctionnels et aux interactions synergiques potentielles
entre les composants (De Billerbeck, 2007)

Les résultats ont révelé que S. aureus et E.Coli sont plus sensibles a I’huile d’arbre de thé avec
des zones d'inhibition de (15 mm), (16 mm) respectivement.Ces données sont cohérentes avec
des travaux antérieurs montrant que I'huile essentielle de Melaleucaa Iternifolia possede des
propriétés activité antibactérienne et antifongique en raison de sa richesse en terpénes (Lins et
al., 2016).

L'activité antimicrobienne des terpenes de M. alternifolia est associée a leur forte
hydrophobicité. Les terpénes hydrophobes interagissent fortement avec les lipides membranaires
des micro-organismes pathogénes, ce qui affecte la perméabilité de la membrane (Cox et al.,
2000 ; Mursleenet al., 2021).

Le composé terpinéne-4-ol, également identifié parmi les principaux constituants de I'huile
essentielle iranienne de CymbopogonOlivieri, a été impliqué dans l'activité antimicrobienne
contre les bactéries Gram-positives, les bactéries Gram-négatives et la levure Candida albicans
(Mahboubiet al., 2012)
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Les résultats obtenus montrent également que 1’huile de Clou de girofle, exerce une activité vis-
a-vis des de deux bactéries testées, avec des diamétres de zones d’inhibition de 13 nm pour
S.aureuset 12 nm pour E.coli.L'activité bactéricide de [I'huile essentielle de girofle est
principalement due a son composant principal, I'eugénol, qui fait partide la famille des
phénols.L'action bactéricide des huiles essentielles commencerait par une fixation de ces
molécules sur les membranes bactériennes, ce qui entrainerait des changements de structure et de
perméabilité, entrainant ainsi une perte de composants cellulaires due a une lyse importante des
cellules (Rhayour, 2016).

Tableau 02: Les diamétres des zones d’inhibition (mm) des huiles testées

Diameétres des zones d’inhibition (mm)

Souche Syzygiumaromaticum Melaleucaalternifolia
S.aureusATCC 6538 13 15
E.coliATCC25922 12 16
Candida albicans 10231 15 15

Figure 09 : efficacité antibactérienne des huiles pures et des nanoparticuleschargees des huiles
vis-a-vis de S.aureus. T = huile de I’arbre de thé, T1 = nanoparticules chargées de I’huile de
I’arbre de thé, G = huile de clou de girofle, G1 = nanoparticules chargées de 1’huile de clou de
girofle.
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Figure 10 : efficacité antibactérienne des huiles pures et des nanoparticuleschargées des huiles
vis-a-vis de E.coli. T = huile de I’arbre de thé, T1 = nanoparticules chargées de I’huile de I’arbre
de thé, G = huile de clou de girofle, G1 = nanoparticules chargées de 1’huile de clou de girofle.

Les huiles ont également une activité antifongique comparable, avec des diamétres de zones
d'inhibition de 15mm. (Tableau 02, Figure 11), cette activité réside dans la modification de la

membrane des champignons selon Mursleen et al. (2021).

Par ailleurs, il a été observé que Candida était sensible a I'huile de clou de girofle, ce
résultat est en accord avec des études antérieures qui ont démontré une efficacité antifongique de
I'nuile de clou de girofle contre les différentes especes de Candida (Pinto et al., 2009 ;
Mastelari et al., 2016 ; Katarzyna et al., 2017).L'effet délétere de I'huile sur la paroi cellulaire
du champignon peut étre la principale raison de la diminution du taux de bourgeonnement de la
levure (Musthafaet al.,2016).
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Figure 11 : activité antifongique des huiles pures et des nanoparticules chargées des huiles vis-a-
vis de Candida albicans. T = huile de I’arbre de thé, T1 = nanoparticules chargées de I’huile de
I’arbre de thé, G = huile de clou de girofle, G1 = nanoparticules chargées de I’huile de clou de
girofle.

1.2.  Evaluation de Pactivité antibactérienne et antifongique des nanoparticules

d’argent

Les résultats de I’évaluation de I’activité¢ antibactérienne et antifongique des nanoparticules

d’argents sont présentés dans le tableau 03 et les figures (9, 10, 11).

S.aureus et E.coli sont apparues sensibles aux nanoparticules avec des diamétres qui varient de
11-13 nm, cependant aucune efficacité n’est observée chez Candida albicans. Les résultats
obtenus confirment le pouvoir antibactérien remarquable des AgNPs synthétisés contre les

agents pathogens (Saravanan et al., 2011).

Tableau 02 : Les diamétres des zones d’inhibition (mm) des nanoparticules

Diamétres des zones d’inhibition (mm)

Souche Syzygiumaromaticum Melaleucaalternifolia
S.aureusATCC 6538 13 11
E.coliATCC25922 12 12
Candida albicans 10231 0 0
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Selon les recherches de Shrivastava et al. (2009), il a été démontré que les AgNPs ont une
activité antimicrobienne plus élevée contre Escherichia coli que contre Staphylococcus aureus,
cette découverte peut étre attribuée a des disparités dans la structure de la paroi cellulaire entre
les bactéries Gram positives et Gram négatives.Les bactéries & Gram positives ont une paroi
cellulaire épaisse constituée d'une couche de peptidoglycane, formée de chaines
polysaccharidiques linéaires réticulées par des peptides courts, ce qui crée une structure plus

rigide qui empéche la pénétration des AgNPs (Vanlalveni et al., 2021).

L'action antibactérienne varie également en function de la concentration, et la taille des AgNPs,
plus la taille des NPs diminue, plus leur activité antimicrobienne augmente (Vanlalveni et al.,
2021).

Les résultats ont indiqué que l'effet antibactérien était dépendant de la concentration. Il est
rapporté que plus la taille des AgNPs est petite, plus I'activité antimicrobienne est supérieure
(Vanlalveni et al., 2021).

Le mécanisme d’inhibition de 1’activité bactérienne des AgNPs sur les microorganismes est
partiellement connu (Katvaet al., 2018).Plusieurs recherches soutiennent I'idée que les d’AgNPs
pénétrent a travers les membranes bactériennes,les ions d'Ag+ sont libérés a I'intérieur de la
cellule, ce qui entraine l'activation des radicaux libres (Rai et al., 2016). Les ions d'Ag*
entrainent I'inactivation des protéines membranaires, la dénaturation d'enzymes essentielles en

interagissant avec I'ADN (Liao et al., 2019).

D’autre part, le mécanisme de résistance chez Candida aux nanoparticules chargées des HE
dépend de multiples facteurs liés aux propriétés physico-chimiques des nanoparticules (taille,
structure, morphologique, concentration...) Et aux capacités d'adaptation des champignons
(résistance intrinseque de Candida : la modification de la paroi cellulaire ou l'activation de
pompes d'efflux...) rendant les nanoparticules moins efficaces. Une meilleure compréhension de
ces mécanismes est nécessaire pour optimiser l'utilisation des nanoparticules comme agents

antifongiques.
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Conclusion

Au cours de la derniere décennie, les huiles essentielles (HE) et leurs constituants
biologiquement et structurellement diversifiés constituent une source distinctive, inépuisable et

nouvelle d'agents antibactériens, antiviraux, antifongiques et antiparasitaires.

Toutefois, leur utilisation commerciale a été limitée en raison de problemes tels que leur faible
solubilité, la toxicité des solvants, leur volatilité et leur forte saveur organoleptique. Pour cela une
diversité de nanomatériaux comme 1’or, I’argent, le platine, le fer, le cuivre, le chitosane et le zinc
ont été utilisés dans la fabrication de NPs chargées d'OE avec des propriétés antimicrobiennes

pour résoudre les limitations.

Dans ce contexte, nous avons choisi d’évaluer ’activité antibactérienne et antifongique des
NPs chargés de deux huiles, les huiles de deux plantes largement utilisées en pharmacopée

traditionnelle pour leurs vertus thérapeutiques, Syzygiumaromaticum et Melaleucaalternifolia.

Les résultats obtenus ont prouvé que les nanoparticules chargées des huiles présentent un
pouvoir inhibiteur important contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli. Cette activité est

Iégerement faible en comparaison avec celle des huiles pures.

D’autre part, ’analyse de I’efficacité antifongique des NPsa mis en evidence une résistance
de Candida Albicans, et une meilleure compréhension de mécanisme est nécessaire pour

optimiser l'utilisation des nanoparticules comme agents antifongiques.

Afin d’élargir ce travail il est important de réaliser une étude des propriétés physico-
chimiques impliquant une caractérisation par des méthodes avancées telles que la microscopie
électronique, la spectrophotométrie UV-visible, la diffusion dynamique de la lumiere, cette
démarche est essentielle pour comprendre les effets des nanoparticules dans divers domaines.
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Résumé

Au cours de la derniére décennie, les OE ont fait I'objet d'une attention considérable dans les secteurs
pharmaceutique, alimentaire et cosmétiques grace a leurs nombreuses activités biologiques. Toutefois, en raison de
leur nature volatile, de leur susceptibilité chimique et de leur faible solubilité, leur développement en tant qu'agents
antimicrobiens est limité. Les nanoparticules composées de polymeéres biodégradables et de matériaux inorganiques
ont été étudiées pour surmonter ces limitations.

Dans la présente étude, les propriétés antimicrobiennes des nanoparticules d’argent chargée des huiles essentielles
Syzygiumaromaticum (Clou de Girofle) et Melaleucaalternifolia(Arbre de thé) préalablement synthétisés ont été
évaluées vis-a-vis d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus, et Candida albicansen utilisant la technique de
diffusion par disque.

Les résultats ont montré que les nanoparticules chargées des huiles présentent une activité antibactérienne
significative contre les souches testées, cependant candida albicans est résistance.

Mots clés: Huiles essentielles, Syzygiumaromaticum, Melaleucaalternifolia, nanoparticules, activité
antibactérienne, activité antifongique.

Abstract

Over the past decade, EOs have received considerable attention in the pharmaceutical, food and cosmetics fields due
to their diverse biological activities. However, their development as antimicrobial agents is limited because of their
low solubility, chemical susceptibility, and volatile nature.To get around these restrictions, researchers have looked
into using inorganic and biodegradable polymer nanoparticles.

In the present study,nanoparticles loaded with essential oils of Syzygium aromaticum (Clove) and Melaleuca
alternifolia (Tea Tree) are synthesized and their antimicrobial activity has been evaluated against Candida
albicans,Staphylococcus aureus, and Escherichia coli using the disk diffusion technique.

According to the findings, the oil-loaded nanoparticles significantly inhibited the growth of the tested strains of
bacteria. however candida albicans was resistant.

Key words: Essential oils, Syzygium aromaticum, Melaleuca alternifolia, nanoparticles, antibacterial activity,
antifungal activity
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