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Résumé

Dans un contexte de lutte contre la résistance antimicrobienne et de recherche de solutions
durables en aquaculture, cette ¢tude s’inscrit dans une démarche de valorisation
biotechnologique des ressources naturelles végétales pour la synthese verte de nanoparticules
métalliques a double composante (Fe/Zn-NPs). Plus précisément, 1’objectif central a été de
comparer 1’efficacité biologique de deux formulations innovantes obtenues a partir de feuilles
d’olivier (Olea europaea) a des stades physiologiques distincts : les feuilles vertes (FOV) et
les feuilles déposées au sol (FOD).

Les résultats in vitro ont révelé une activité antibactérienne marquée des Fe/Zn-NPs (FOV),
avec les diamétres d’inhibition décroissant :Staphylococcus aureus (ATCC 29213) : 23,5
0,4 mm,Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) : 22,8 + 0,3 mm,Listeria monocytogenes
(ATCC 7644) : 21,1 £ 0,7 mm,Escherichia coli (ATCC 8739) : 17,7 = 05
mm,Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) : 15,4 £ 0,2 mm. Ces inhibitions sont associées
a des CMI aussi faibles que 0,125 mg/mL., avec des ratios CMB/CMI < 4 pour S. aureus et
L. monocytogenes, traduisant un effet bactéricide prononcé. En comparaison, les Fe/Zn-
NPs (FOD) ont présenté une activité plus modérée, avec des diamétres d’inhibition classés
comme suit :S. aureus (ATCC 29213) : 19,2 + 0,6 mm,L. monocytogenes (ATCC 7644) :
17,9 £ 0,3 mm,E. coli (ATCC 8739) : 14,1 £ 0,7 mm,K. pneumoniae (ATCC 700603) : 12,6
+ 0,8 mm,P. aeruginosa (ATCC 9027) : 10,5 £ 0,4 mm. Les CMI étaient comprises entre
0,25 et 0,5 mg/mL, avec des CMB/CMI > 4, témoignant d’un effet majoritairement
bactériostatique, notamment envers les souches Gram—.

Les résultats obtenus ont mis en évidence une efficacité antibactérienne significativement
supeérieure des Fe/Zn-NPs (FOV), traduite par des diamétres d’inhibition plus éleves
(jusqu’a 23,5 £ 0,4 mm contre S. aureus) et des valeurs de CMI aussi faibles que 0,125
mg/mL, avec des ratios CMB/CMI < 4 indiquant un effet bactéricide réel sur les souches
Gram+. En revanche, les Fe/Zn-NPs (FOD) ont montré une activité plus restreinte, avec une
efficacité ciblée sur les bactéries Gram+ (CMI de 0,25 a 0,5 mg/mL) et un effet
bactériostatique prédominant (CMB/CMI > 4) contre les bactéries Gram—.

Sur le plan in vivo, les deux formulations ont contribué a : i) Une réduction significative des
charges microbiennes totales (FMAT), coliformes totaux et fécaux ; ii1)L’absence de
Salmonella et S. aureus coagulase positive ; et iii) Une meilleure survie des poissons traités,
avec un taux de mortalité inférieur a 10 % sur 30 jours.

Ces résultats confirment le potentiel des Fe/Zn-NPs (FOV) comme agents antibactériens
efficaces, stables et biocompatibles, particulierement adaptés aux systemes de production
aquacole a haute densité. A D’issue de cette étude, deux notices technico-vétérinaires
experimentales, respectivement intitulées Nano?Veto-FOV® et Nano?Veto-FOD®, ont été
développées par I’équipe de recherche, en vue de leur intégration dans une stratégie
""antibiotic-free’ en biotechnologie bleue.

Mots-clés : Olea europaea, Fe/Zn-NPs (FOV), Fe/Zn-NPs (FOD), antibiogramme, CMI,
CMB, ZOlI, Oreochromis sp., biotechnologie bleue.
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Summary

In the context of rising antimicrobial resistance and the pursuit of sustainable solutions in aquaculture,
this study explores the biotechnological valorization of natural plant resources through the green
synthesis of dual-component metallic nanoparticles (Fe/Zn-NPs). The central objective was to
compare the biological effectiveness of two innovative formulations derived from Olea europaea
leaves at distinct physiological stages: freshly harvested green leaves (FOV) and senescent fallen
leaves (FOD).

In vitro antibacterial activity of Fe/Zn-NPs (FOV) was found to be significant, with inhibition zones
observed in descending order as follows:Staphylococcus aureus (ATCC 29213): 235 + 04
mm,Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603): 22.8 + 0.3 mm,Listeria monocytogenes (ATCC 7644):
21.1 £ 0.7 mm,Escherichia coli (ATCC 8739): 17.7 + 0.5 mm,Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027): 15.4 £ 0.2 mm.These inhibitory effects were associated with minimal inhibitory concentrations
(MICs) as low as 0.125 mg/mL, and CMB/MIC ratios < 4 for S. aureus and L. monocytogenes,
indicating a pronounced bactericidal effect.

In contrast, Fe/Zn-NPs (FOD) exhibited more moderate activity, with inhibition zones ranked as
follows:S. aureus (ATCC 29213): 19.2 + 0.6 mm,L. monocytogenes (ATCC 7644): 17.9 + 0.3 mm,E.
coli (ATCC 8739): 14.1 £ 0.7 mm,K. pneumoniae (ATCC 700603): 12.6 + 0.8 mm,P. aeruginosa
(ATCC 9027): 10.5 £ 0.4 mm.

MIC values ranged between 0.25 and 0.5 mg/mL, with CMB/MIC ratios > 4, suggesting a
predominantly bacteriostatic effect, especially against Gram-negative strains.

The in vivo assessment in Oreochromis sp. under intensive aquaculture conditions confirmed the
therapeutic potential of both nanoparticle formulations. The main outcomes were:
(i) a significant reduction in total mesophilic aerobic flora (FMAT), total and fecal coliforms;
(i) the complete absence of Salmonella spp. and coagulase-positive S. aureus;
(iii) improved survival rates, with mortality remaining below 10% over 30 days of exposure.

These findings confirm the superior efficacy of Fe/Zn-NPs (FOV) as stable, bioactive, and
biocompatible antibacterial agents, ideally suited for high-density aquaculture systems. As a result of
this research, two experimental veterinary product sheets — Nano?Veto-FOV® and Nano?Veto-
FOD® — were developed by the research team to support their integration into an antibiotic-free
blue biotechnology strategy.

Keywords: Olea europaea, Fe/Zn-NPs (FOV), Fe/Zn-NPs (FOD), antibiogram, MIC, MBC, ZOl,
Oreochromis sp., blue biotechnology.
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Introduction :

La biosynthése des nanoparticules constitue aujourd’hui un axe prioritaire au
carrefour de la nanotechnologie et de la biotechnologie, en réponse a la nécessité croissante
de développer des technologies respectueuses de I’environnement pour la fabrication de
matériaux fonctionnels (Bhattacharya & Gupta, 2005). Cette approche dite « verte » repose
sur I’utilisation d’organismes biologiques — principalement les micro-organismes, les
champignons, les algues et les extraits végétaux — capables de réduire les ions métalliques
en nanoparticules stables, dans des conditions douces, sans solvants toxiques ni énergie

excessive.

De nombreux travaux ont été consacrés a la biosynthese de matériaux
inorganiques, notamment les nanoparticules métalliques, en utilisant soit des micro-
organismes, soit des plantes (Mohanpuria et al., 2007 ; Farooqui et al., 2010). Ces dernieres
offrent I’avantage d’étre abondantes, renouvelables, peu colteuses, et riches en métabolites
secondaires (phénols, flavonoides, alcaloides) capables de jouer a la fois le role d’agents
réducteurs et d’agents capping (stabilisants). Cette dualité fonctionnelle rend la
phytosynthése particulierement attractive pour la production de nanoparticules destinées a

des applications biomédicales, aquacoles et environnementales.

L’aquaculture constitue aujourd’hui 1’un des secteurs agroalimentaires les plus
dynamiques, mais sa croissance est freinée par la recrudescence des maladies infectieuses,
la dégradation de la qualité de I’eau et la nécessité d’apports nutritionnels durables (El-
Saadony et al., 2021). Parmi les solutions émergentes figure ’utilisation de micronutriments
essentiels comme le fer (Fe) et le zinc (Zn), administrés sous forme conventionnelle ou
nanométrique, ces derniéres offrant une biodisponibilité et une efficacité nettement

supeérieures (Gao et al., 2019).

Le fer stimule I’hématopoiése, le développement cellulaire et la résistance aux
infections, tandis que le zinc intervient dans la synthése enzymatique, le métabolisme
protéique et la régulation hormonale, contribuant ainsi au renforcement des défenses
immunitaires (Kumar et al., 2019). En plus de leur role nutritionnel, les Fe-NPs et Zn-NPs
présentent une activité antimicrobienne intrinseque : elles perturbent les membranes

cellulaires de pathogénes aquacoles majeurs tels que Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyi
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ou Escherichia coli multirésistante, notamment par la génération d’espéces réactives de
I’oxygeéne (ROS) (Mohd Yusof et al., 2020).

Ces nanoparticules représentent une alternative non antibiotique prometteuse,
capable de limiter I’émergence de résistances tout en assurant la santé des élevages
piscicoles. Elles contribuent également a prolonger la conservation des produits
halieutiques via leur action antibiofilm et antifongique, en particulier lorsqu’elles sont

intégrées dans des revétements biodégradables ou emballages actifs.

Dans cette optique, la synthése verte constitue une stratégie innovante et
respectueuse de I’environnement, évitant 1’usage de solvants toxiques. Les feuilles d’olivier
(Olea europaea), riches en polyphénols (oléuropéine, hydroxytyrosol, flavonoides), jouent un
double role : agents réducteurs et agents de stabilisation, donnant naissance a des
nanoparticules stables, biocompatibles et bioactives (Benavente-Garcia et al., 2000 ; Lee-
Huang et al., 2003). Ces extraits vegétaux ont déja permis de produire des nanoparticules

d’argent et de ZnO aux propriétés antimicrobiennes et antioxydantes reconnues.

Cependant, a ce jour, aucune étude n’a systématiquement exploré les
nanoparticules bimétalliques Fe/Zn synthétisées a partir de feuilles d’olivier ni évalué leurs
effets in vitro et in vivo en aquaculture. La présente recherche se propose donc de combler
cette lacune scientifique, en développant une approche innovante algérienne reposant sur

une nanotechnologie verte appliquée a la nutrition et a la santé des espéces aquatiques.

1. Applications de la nanotechnologie en pisciculture : avantages et limites

L’application de la nanotechnologie en aquaculture représente une avancée
stratégique pour surmonter diverses contraintes affectant la productivité des élevages
piscicoles. En particulier, 1’incorporation de minéraux et vitamines sous forme de
nanoparticules — notamment le sélénium, le zinc, le fer ou la vitamine C — a démontré une
amélioration significative des performances de croissance, de la conversion alimentaire et
de la résistance immunitaire chez de nombreuses espéces aquatiques (El-Saadony et al.,
2021 ; Ibrahim et al., 2022).
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Par ailleurs, les nanoparticules jouent un réle crucial dans la reproduction et la santé
piscicole. Elles sont utilisées comme agents antimicrobiens, vecteurs de médicaments,
outils de nano-vaccination, ou encore pour le diagnostic rapide des maladies (Rather et al.,
2011 ; Yang et al., 2021). Leur contribution s’étend également a la dépollution et a la
purification de I’eau, ainsi qu’au conditionnement intelligent des produits halieutiques,
renforcant la sécurité sanitaire et prolongeant la durée de conservation (Nguyen et al.,
2024).

Cependant, malgré ces bénéfices notables, certaines nanoparticules présentent des
effets toxiques potentiels en raison de leur taille nanométrique, leur forte réactivité
chimique et leur perméabilité biologique accrue. Ces caractéristiques peuvent altérer des
fonctions physiologiques clés, induire une cytotoxicité, causer des dommages a ’ADN, et
entrainer des lésions histopathologiques (Gao et al., 2019 ; Mohd Yusof et al., 2020).
L’usage intensif de ces nanomatériaux pourrait également introduire de nouveaux polluants
secondaires dans I’environnement aquatique, impactant la santé des poissons ainsi que celle

des organismes environnants (Baranwal et al., 2018).

Ainsi, bien que les nanotechnologies permettent des gains importants en
productivité et en prophylaxie, leur toxicité potentielle, leur biodisponibilité élevée, et leur
tendance a la bioaccumulation soulévent des préoccupations majeures quant a leur sécurité

écologique (Handy, 2012 ; Toyokawa et al., 2008).

Selon la National Nanotechnology Initiative (NNI) des Etats-Unis, la
nanotechnologie se définit comme «la compréhension et le controle de la matiere a 1’échelle
nanométrique, ¢’est-a-dire entre environ 1 et 100 nm, ou des phénomeénes uniques permettent

des applications nouvelles » (NNI, 2024) (Fig.1).

La nanotechnologie possede un potentiel immense pour améliorer les systemes
aquacoles : elle permet de réduire les colts de production, d’accroitre D’efficacité des
traitements, et de limiter ’impact environnemental, contribuant ainsi a répondre aux
besoins alimentaires d’une population mondiale dépassant les 8 milliards d’habitants

(Ramsden, 2018 ; He et al., 2019).
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La Chine, notamment, s’est illustrée comme leader mondial dans le développement
rapide de la nanotechnologie dans les secteurs de 1’agriculture et de 1’agroalimentaire, avec
des produits respectant les criteres de qualité, de durabilité, de colt abordable et de
sécurite sanitaire (Chena & Yadab, 2011).

Aujourd’hui, la nanotechnologie est une industrie a plusieurs milliards de dollars,
en croissance rapide, avec plus de 1 000 produits commerciaux contenant des
nanomatériaux déja disponibles sur le marché mondial. Plus de 300 produits alimentaires
nanoformulés ont été mis sur le marché au cours de la derniére décennie, et 1’impact
économique global des industries nanotechnologiques a été estimé a 3 000 milliards de
dollars en 2020, avec environ 6 millions d’emplois générés dans le monde (He et al., 2019 ;

Multi-walled Carbon
Nanotubes

Ramsden, 2018).

Figure 1. Taille relative des nanoparticules comparée a celle de divers organismes
aquatiques.

La nanotechnologie est une discipline transversale impliquant la physique, la chimie,
la biotechnologie et le génie des matériaux (Chandra, 2016). Elle opére a I’échelle du
nanometre (1-100 nm), la ou apparaissent des propriétés physicochimiques nouvelles en
raison de la taille extrémement réduite des matériaux. Les nanomatériaux peuvent étre

classés selon leurs dimensions : zero dimension (nanoparticules, nanoclusters, quantum dots),
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une dimension (nanotubes de carbone), deux dimensions (graphene, films ultraminces) et

trois dimensions (matériaux nanostructurés).

Parmi les nombreuses formes utilisées, on trouve les dendrimeres (Wu et al., 2015a),

nanocapsules (Torchilin, 2006), nanosphéres (Donbrow, 1991) et nanotubes (Reilly, 2007).

Ces nanomatériaux présentent plusieurs avantages majeurs, notamment : le ciblage
tissulaire spécifique, la réduction des doses et de la toxicité, I’augmentation de la
biodisponibilité, ainsi qu’une efficacité thérapeutique améliorée avec moins d’effets
secondaires (Shah & Mraz, 2019 ; Toyokawa et al., 2008 ; Xu et al., 2018a). Ces propriétés
uniques expliquent 1I’expansion rapide de leurs applications, allant de la conservation
alimentaire au traitement de I’eau, en passant par des usages en santé humaine (Baranwal
etal., 2018 ; Ogunkalu, 2019).

“Graphene
Layers

Multiwalled
Carbon
Nanotubes

4
3d Graphene
Nanostructure,

Nanocomposite
Materials

Figure 2. Représentation schématique des différentes dimensions des nanomatériaux
actuellement développés, incluant : les structures a zéro dimension (nanoparticules, quantum
dots), une dimension (nanotubes), deux dimensions (graphéne, films ultraminces), et trois
dimensions (matériaux nanostructurés complexes). Ces configurations influencent fortement
les propriétés physico-chimiques et biologiques des nanomatériaux. (ex. : Adapté de Chandra,
2016)
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2. Administration médicamenteuse pour la gestion sanitaire

Les epidemies de maladies demeurent I’un des principaux freins a la durabilité et
au développement de 1’aquaculture moderne (Rather et al., 2011 ; Sibaja-Luis et al., 2019 ;
Yang et al., 2021). Face a cette problématique, la nanotechnologie ouvre de nouvelles
perspectives en matiére de diagnostic rapide et de gestion thérapeutique des pathologies

aquacoles (Handy, 2012).

Parmi les approches innovantes figure 1’usage de systémes de déelivrance
médicamenteuse a cceur solide, dans lesquels une nanoparticule est encapsulée par une
enveloppe lipidique (généralement a base d’acides gras) permettant de protéger le principe
actif contre la dégradation. Cette méthode est particulierement efficace pour les molécules

sensibles a la chaleur ou instables (Mitchell & Trivedi, 2010).
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Figure. 3. Applications majeures actuelles de la nanotechnologie dans I’industrie aquacole.

En complément, certains nanomatériaux poreux, comme les particules de silice
mésoporeuse, peuvent étre utilisés en tant que matrices pour la libération controlée de
médicaments (Stromme et al., 2009). Ces technologies visent a optimiser P’efficacité
thérapeutique tout en réduisant les doses nécessaires. Les systémes oraux de nano-
administration se sont également développés, avec des objectifs multiples (Fig.3) : i)
Améliorer le contréle de la libération des substances actives (Eldridge et al., 1990),
i)Cibler les tissus infectés de maniére spécifique (Jani et al., 1990), et iii) accroitre la
biodisponibilité des medicaments faiblement absorbés par voie digestive (Florence et al.,

1995).




Introduction Générale

3. Nanotechnologie et effet antibactérien dans la gestion sanitaire en santé
aquacole

La gestion sanitaire en aquaculture constitue un enjeu critique face a la recrudescence des
maladies infecticuses et a 1’émergence de souches bactériennes multirésistantes. Les
infections peuvent étre d’origine pathogene ou opportuniste, affectant sévérement les
rendements piscicoles. Si plusieurs traitements antimicrobiens sont disponibles, 1’usage
excessif d’antibiotiques dans les élevages aquacoles a conduit a une résistance accrue des
pathogenes, compromettant I'efficacité des thérapies conventionnelles (Sibaja-Luis et al.,
2019; Yang et al., 2021).

Des études ont notamment rapporté 1’isolation de souches résistantes d’Aeromonas
hydrophila dans les fermes de tilapia, présentant une résistance a la tétracycline, a la
streptomycine et a I’érythromycine (El-Saadony et al., 2021). D’autres espéces pathogénes
identifiées dans les systemes aquacoles, telles que Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (SARM), Edwardsiella spp., Photobacterium damselae, Yersinia ruckeri,
Listeria monocytogenes et certaines souches de Vibrio spp., posent également des défis

majeurs pour la santé animale (Beaver et al., 2017 ; Skalny et al., 2021).

Dans ce contexte, la nanotechnologie appliquée a I’aquaculture apparait comme une
approche novatrice et prometteuse pour limiter la dépendance aux antibiotiques et lutter
contre la résistance bactérienne (Rather et al., 2011 ; Handy, 2012). Les nanoparticules
meétalliques, telles que celles a base d’argent (AgNPs), d’or (AuNPs), d’oxyde de zinc
(ZnO-NPs) ou de dioxyde de titane (TiO:-NPs), possédent des propriétés
antimicrobiennes remarquables liées a leur forte réactivité de surface, leur taille
nanométrique et leur capacité a générer des espéces réactives de I’oxygene (ROS) (Xu et
al., 2018a ; Baranwal et al., 2018). Plus précisément, ces nanomatériaux peuvent étre utilisés

pour :

. Créer des revétements antibactériens ou antifongiques grace a des
nanostructures poreuses ;

. Développer des nanosenseurs pour une détection précoce des agents
pathogenes dans I’eau ;

. Favoriser la délivrance ciblée de médicaments via D’alimentation,
augmentant la biodisponibilité et réduisant les effets secondaires ;

. Servir de vecteurs fiables pour les vaccins, notamment gréce aux
nanoparticules a base de chitosane, connues pour leur biocompatibilité et leur adhésion
aux muqueuses intestinales (Mitchell & Trivedi, 2010 ; Shah & Mraz, 2019).
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En somme, les nanoparticules antimicrobiennes représentent une alternative

durable pour le contrble des infections aquacoles tout en répondant aux préoccupations

liées & la biosécurité, a la durabilité environnementale et & la réduction de la pression

antibiotique.

Tableau. 1. Comparaison référentielles des Propriétés antimicrobiennes de différentes
nanoparticules utilisees en aquaculture

Type de

Activité antimicrobienne

. Voie de synthése / Source . . Références
nanoparticule démontrée
* Réduction verte au jus de citron Inhibition & Aeromonas Anjebam et al.,
(Citrus limon) X 2014 ; EI-
. N . fluorescens et Flavobacterium
Nanoparticules . B}o_synthese a partir de bourgeons Réduction de 71% de la Saadony et al.,
s foliaires de Rhizophora mucronata " 2021 ;
d’argent mortalit¢ chez Fenneropenaeus .
S ) o . Mohanpuria et
(AgNPs) indicus infectes par Vibrio harveyi al. 2007 -
* Activit¢ antifongique contre . .. °
; Yousefi et al.,
Candida spp. et dermatophytes 2022

Nanoparticules

* Synthése colloidale classique -«

* Vecteurs non toxiques de
médicaments et d’ADN
e Activité antibactérienne contre

Baranwal et al.,
2018 ; Farooqui

d’or (AuNPs) g?[IrZ?ts ngoé?gdgusj balé::éI;?:r?; des E. coli et Salmonella Typhi etal., 2010 ; Wu
g » Fongicidie accrue (effet taille- etal., 2015
dépendant) contre Candida spp.
* ZnO NPs : rupture membranaire :
, . . , Ibrahim et al.,
» Méthodes sol-gel, hydrothermales et  génération d’ROS  chez .
; " _ 2022 ; El-
ZnO NPs & ou biosynthétiques Aeromonas, Vibrio Saadony et al
TiO: NPs * Dopage par FesOs pour synergie < TiO.-Fe NPs : effet bactéricide 2021 - %u ot ai
d’action synergique contre souches ' B
L 2018a
aquacoles multirésistantes
Les nanoparticules de zinc (ZnNPs) ont démontré une forte activité

antibactérienne contre plusieurs bactéries pathogenes et se sont révélées efficaces pour

réduire la charge bactérienne dans les tissus vitaux des poissons tels que la peau, I’intestin

et les muscles (El-Saadony et al., 2021).

L’intégration de zinc dans 1’alimentation piscicole améliore la résistance des poissons

aux pathogenes infectieux. Le zinc est en effet un élément essentiel a Pactivité

antibactérienne, jouant un réle clé dans la prévention des infections bactériennes (Kumar

etal., 2019).
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Le mécanisme d’action des ZnNPs repose sur la perturbation de la membrane
cellulaire bactérienne, comme illustré a la figure 4 (Gao et al. 2019a, b ; Mohd Yusof et al.,
2020).

Les nanoparticules de zinc (ZnNPs) ont deémontré une forte activité
antibactérienne contre plusieurs bactéries pathogenes et se sont révélées efficaces pour

réduire la charge bactérienne dans les tissus vitaux des poissons tels que la peau, ’intestin

s "R
Nuc - .
Cell wall Bacterial cell
divupty
[} Zwe Nanoputicle ﬁ Protems . Ribosonme
SR, DNA Y rema

et les muscles (EI-Saadony et al., 2021).

Figure.4. Mécanisme du potentiel antibactérien des nanoparticules de zinc (Gao et
al. 2019a)

L’intégration de zinc dans 1’alimentation piscicole améliore la résistance des poissons
aux pathogenes infectieux. Le zinc est en effet un élément essentiel a Dactivité
antibactérienne, jouant un role clé dans la prévention des infections bactériennes (Kumar

etal., 2019).
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Le mécanisme d’action des ZnNPs repose sur la perturbation de la membrane
cellulaire bactérienne, comme illustré a la figure 4 (Gao et al., 2019a, b ; Mohd Yusof et al.,
2020). Ajoutant a cela, il a été démontré que les FeNPs améliorent significativement

I’absorption digestive, favorisent I’hématopoiése et renforcent la réponse
immunitaire des poissons exposes a divers stress environnementaux. Leur taille
nanométrique facilite la pénétration cellulaire et optimise la biodisponibilité du fer, ce
qui permet d’obtenir des effets biologiques marqués a des doses plus faibles que les formes
conventionnelles. Plusieurs travaux ont ainsi rapporté une augmentation des taux
d’hémoglobine, des globules rouges, ainsi qu’une amélioration des paramétres
immunitaires chez différentes espéces piscicoles ayant recu un régime enrichi en FeNPs. Ces
observations soutiennent 1’idée que les nanoparticules de fer représentent une voie
prometteuse pour améliorer la résilience sanitaire et les performances de croissance en
aquaculture durable (Thangapandiyan & Monika, 2020 ; Khalil et al., 2022).

4. Synthése verte des nanoparticules : une alternative écologique et durable

Traditionnellement, les nanoparticules (NPs) sont synthétisées a I’aide de méthodes
physiques et chimiques, telles que la réduction en solution (Guzman et al., 2009), la
décomposition thermique (Navaladian et al., 2007), la synthese assistée par micro-ondes
(Sreeram et al., 2008), ou encore la synthése médiée par laser (Zamiri et al., 2011). Bien que
performantes, ces techniques nécessitent souvent une consommation énergétique élevée,
utilisent des agents réducteurs toxiques, et génerent des résidus potentiellement nocifs

pour I’environnement et les organismes vivants (Tolaymat et al., 2010).

Face a ces limites, la synthése verte s’est imposée comme une approche innovante, éco-
responsable et de plus en plus prisee dans le domaine de la nanotechnologie. Cette stratégie
repose sur la réduction biologique de sels métalliques par des extraits d’organismes vivants
(plantes, champignons, bactéries, algues), riches en métabolites secondaires tels que les
phénols, flavonoides, tanins, enzymes et protéines (Sastry et al., 2003). Ces molécules
agissent simultanément comme agents réducteurs et agents de stabilisation, permettant la
production de nanoparticules biocompatibles, monodisperseées et fonctionnalisées dans des

conditions opératoires douces, sans catalyseurs chimiques ni sous-produits toxiques.
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Dans ce contexte, la synthése verte des nanoparticules de fer et de zinc (Fe/Zn-NPs)
suscite un intérét croissant. Non seulement cette méthode respecte les exigences de securité
biologique et d’éco-conception, mais elle permet également d’obtenir des NPs dotées de
propriétés bioactives renforcées, notamment anticancéreuses, antimicrobiennes et
antioxydantes (Bhattacharya & Gupt, 2005 ; Farooqui et al., 2010 ; Tolaymat et al., 2010).
Ces caractéristiques ouvrent des perspectives prometteuses pour des applications en
aquaculture, santé humaine et biotechnologie.Plus réecemment, cette approche a été intégrée
dans la fabrication de nanoparticules métalliques a usage aquacole (Ag, ZnO, Fe, Se),
utilisees comme agents antimicrobiens, vecteurs de nutriments, ou encore stimulateurs de
croissance. Elle permet, en outre, d’exploiter les molécules végétales bioactives contenues

dans les extraits pour potentialiser I’efficacité biologique des nanoparticules synthétisées.

5. Intérét pharmacologique des feuilles d’olivier (Olea europaea) dans la

synthése verte de nanoparticules

L’olivier (Olea europaea), plante emblématique du bassin méditerranéen, est depuis
I’ Antiquité reconnu non seulement pour sa valeur nutritionnelle, mais aussi pour ses vertus
thérapeutiques. Le premier usage médicinal documenté de 1’extrait de feuilles d’olivier
(OLE) remonte a 1854, lorsqu’il fut employé avec succés dans le traitement des fiévres et du
paludisme (Hanbury, 1854). Depuis, de nombreuses études ont mis en évidence les
propriétés antimicrobiennes puissantes de IOLE, notamment contre les bactéries
pathogénes, les champignons et les mycoplasmes (Juven & Henis, 1970 ; Aziz et al., 1998 ;
Bisignano et al., 1999 ; Furneri et al., 2002).

Par ailleurs, ’OLE posséde une activité antioxydante marquée (Benavente-Garcia et al.,
2000 ; Caruso et al., 1999 ; Lee et al., 2009 ; Ziogas et al., 2010), ainsi qu’une action anti-
inflammatoire démontrée (Visioli et al., 1998 ; de la Puerta et al., 2000). Il a également été
montré que I’OLE inhibe la réplication du VIH-1, en bloquant a la fois la transmission
cellulaire et I’infection aigué (Lee-Huang et al., 2003), ce qui ouvre des perspectives

intéressantes en virologie.

La richesse pharmacologique de ’OLE réside dans la présence de composés phénoliques
bioactifs, en particulier 1’0léuropéine, principal principe actif, et ses dérivés tels que
I’hydroxytyrosol, le tyrosol, I’acide caféique, I’acide p-coumarique, I’acide vanillique, la

vanilline, ainsi que plusieurs flavonoides (luteoline, diosmétine, rutine, luteoline-7-glucoside,

11



Introduction Générale

apigenine-7-glucoside et diosmétine-7-glucoside) (Bianco & Uccella, 2000 ; Farag et al.,
2003). Ces molécules, par leur pouvoir antioxydant, chélateur et antibactérien, conférent a
I’OLE un role clé dans la biotransformation et la stabilisation des nanoparticules

métalliques, notamment celles a base de fer et de zinc (Fe/Zn-NPs).
6. Cadre conceptuel et objectifs de I’étude

Dans le contexte actuel de lutte contre les infections multirésistantes en aquaculture, cette
étude propose une approche innovante basee sur la synthése verte de nanoparticules de fer
dopées au zinc (Fe/Zn-NPs), a partir d’extraits aqueux de feuilles d’olivier (Olea
europaea). Deux types de biomasse végétale ont été valorisés : les feuilles vertes fraiches
(FOV) et les feuilles deposées ou séchées (FOD).

Cette stratégie repose sur la capacité naturelle des composés phénoliques présents dans les
feuilles d’olivier — notamment 1’oléuropéine, 1’hydroxytyrosol et divers flavonoides — a agir
simultanément comme agents réducteurs et agents stabilisants des ions métalliques. Cela
permet la formation contr6lée de nanoparticules dopées, sans recourir a des substances

chimiques nocives.

Le choix du dopage du fer par le zinc vise a améliorer les propriétés physicochimiques et
biologiques des NPs obtenues, en augmentant leur biodisponibilité cellulaire, leur activité
antimicrobienne, ainsi que leur stabilité colloidale. Le zinc est en effet reconnu pour son
role central dans la régulation enzymatique, le renforcement des défenses immunitaires et
le maintien de I’intégrité membranaire. Ainsi, la synergie Fe/Zn ouvre de nouvelles

perspectives en matiere de biosécurité aquacole durable.

Cette nanostructuration végétale, développée ici pour la premiere fois dans un contexte
algérien, constitue une valeur ajoutée scientifique et environnementale, en permettant de
valoriser les déchets végétaux de I’oléiculture au sein d’une démarche de bioéconomie
circulaire. Elle vise également a renforcer I’autonomie sanitaire des élevages piscicoles face

aux pathogenes multirésistants.
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7. Objectifs de I’étude

Le présent travail, intitulé « Evaluation antimicrobienne des Fe/Zn-NPs d’olivier : étude

in vitro et in vivo », a pour objectifs de :

o Synthétiser des nanoparticules bimetalliques Fe/Zn par réduction verte a partir
d’extraits de FOV et de FOD, et caractériser leurs propriétés physicochimiques
(taille, morphologie, potentiel zéta, ratio Fe/Zn).

« Evaluer leur activité antimicrobienne in vitro contre des bactéries pathogénes
aquacoles majeures (Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyi, E. coli), via des tests de
zones d’inhibition, CMI, CMB, cinétiques de croissance, et tests antibiofilm.

e Analyser leur efficacité in vivo chez Oreochromis sp soumis a un stress infectieux,
en mesurant les parameétres de croissance, les réponses hématologiques, les
marqueurs de stress oxydatif, les lésions histologiques intestinales, ainsi que les
résidus dans les tissus comestibles.

e Comparer les effets des NPs FOV et FOD, afin de déterminer I’influence du type de

biomasse végeétale sur les propriétés biologiques des nanoparticules obtenues.
8. Problématique et justification
Malgre les progres réalises, plusieurs zones d’ombre scientifiques subsistent :

1. Quel est le comportement synergique ou antagoniste du couple Fe/Zn sous forme
nano ? Si les formes isolées ont montré des effets bénéfiques, leur association pourrait
induire des interactions redox complexes ou des effets additifs ou inhibiteurs,
nécessitant une optimisation fine du ratio bimetallique.

2. Quels facteurs influencent la synthése verte ? La nature de la biomasse végétale
(fraiche ou séchée), les parameétres physico-chimiques (pH, température,
concentration en polyphénols) modifient la morphologie, la stabilité et les fonctions
biologiques des NPs.

3. Quels résultats in vivo tangibles ? La majorité des recherches restent limitées a des
essais in vitro, sans validation chez I’animal ni données sur la toxicocinetique,

I’innocuité alimentaire ou les effets sur la santé piscicole.
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