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Résumé 

L’antibiorésistance représente une menace majeure pour la santé publique mondiale en 

raison de l’augmentation des bactéries multirésistantes et de la diminution de l’efficacité des 

antibiotiques conventionnels. Cette problématique est aggravée par la capacité de certaines 

bactéries à former des biofilms, structures qui renforcent leur tolérance aux traitements 

antimicrobiens. Dans ce contexte, les nanoparticules de cuivre synthétisées par voie verte 

constituent une alternative prometteuse grâce à leur activité antimicrobienne à large spectre et 

à leurs mécanismes d’action multiples. Cette étude a eu pour objectif d’évaluer les activités 

antibactériennes et antibiofilm de nanoparticules de cuivre associe a l’acide gallique (Cu–AG) 

et l’acide tannique (Cu–AT).Les nanoparticules ont été obtenues par synthèse verte, puis 

testées contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922. 

L’activité antibactérienne a été évaluée par la détermination de la concentration minimale 

inhibitrice (CMI), de la concentration minimale bactéricide (CMB) et par un test de Time-

Kill. L’activité antibiofilm a été étudiée par les méthodes au rouge Congo, au cristal violet et 

par un test d’inhibition de la formation du biofilm. Les rendements de synthèse ont atteint 

99,6 % pour les nanoparticules Cu–AG et 87,5 % pour les Cu–AT. Les nanoparticules Cu–AG 

ont présenté la meilleure activité inhibitrice (CMI = 5 mg/mL), tandis que les Cu–AT ont 

montré une activité bactéricide (CMB/CMI = 1 ; CMI = 10 mg/mL). Les essais de Time-Kill 

ont confirmé une diminution progressive de la viabilité bactérienne au cours du temps. Par 

ailleurs, les deux formulations ont inhibé significativement la formation du biofilm de S. 

aureus, les Cu–AG présentant les taux d’inhibition les plus élevés. Ces résultats démontrent 

que l’association cuivre–polyphénols améliore les propriétés antibactériennes et antibiofilm 

des nanoparticules synthétisées et souligne leur potentiel comme alternative prometteuse pour 

lutter contre les infections bactériennes et l’antibiorésistance. 

 

Mots-clés. Antibiorésistance ; Nanoparticules de cuivre ; Synthèse verte ; Acide gallique ; 

Acide tannique ; Activité antibactérienne ; Activité antibiofilm ; Staphylococcus aureus ; 

Escherichia coli. 

 

 

 



 

 

 

Abstract 

Antimicrobial resistance has become a major global public health challenge due to the 

increasing emergence of multidrug-resistant bacteria and the declining effectiveness of 

conventional antibiotics. This issue is further exacerbated by the ability of certain bacteria to 

form biofilms, which enhance their tolerance to antimicrobial agents. In this context, green-

synthesized copper nanoparticles represent a promising alternative owing to their broad-

spectrum antimicrobial activity and multi-target mechanisms of action. This study aimed to 

evaluate the antibacterial and antibiofilm activities of copper nanoparticles synthesized using 

gallic acid (Cu–GA) and tannic acid (Cu–TA).The nanoparticles were synthesized through a 

green approach and tested against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli 

ATCC 25922. Antibacterial activity was assessed by determining the minimum inhibitory 

concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and by performing a Time-

Kill assay. Antibiofilm activity was evaluated using the Congo red agar method, the crystal 

violet assay, and a biofilm formation inhibition test.The synthesis yields reached 99.6% for 

Cu–GA nanoparticles and 87.5% for Cu–TA nanoparticles. Cu–GA nanoparticles exhibited 

the strongest inhibitory activity (MIC = 5 mg/mL), whereas Cu–TA nanoparticles 

demonstrated bactericidal activity (MBC/MIC = 1; MIC = 10 mg/mL). Time-Kill assays 

confirmed a progressive reduction in bacterial viability over time. Furthermore, both 

nanoparticle formulations significantly inhibited S. aureus biofilm formation, with Cu–GA 

nanoparticles showing the highest inhibition rates. 

Overall, these findings demonstrate that the copper–polyphenol association enhances the 

antibacterial and antibiofilm properties of the synthesized nanoparticles and highlights their 

potential as promising alternatives for combating bacterial infections and antimicrobial 

resistance. 

 

Keywords: Antimicrobial resistance; Copper nanoparticles; Green synthesis; Gallic acid; 

Tannic acid; Antibacterial activity; Antibiofilm activity; Staphylococcus aureus; Escherichia 

coli. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 ملخص

بكتیریا لمستمر في ظھور النتیجة التزاید اتعُدّ مقاومة المضادات الحیویة من أبرز التحدیات الصحیة العالمیة 

 كتیریا علىبب قدرة بعض البالمقاومة وانخفاض فعالیة المضادات الحیویة التقلیدیة. وتتفاقم ھذه المشكلة بسمتعددة

 مثل جسیماتتالأغشیة الحیویة، التي تزید من قدرتھا على تحمل العوامل المضادة للمیكروبات. وفي ھذا السیاق، تكوین

لھا وآلیات عم حاس النانویة المحضّرة بالتخلیق الأخضر بدیلاً واعدًا بفضل نشاطھا المضاد للمیكروبات واسع الطیفالن

الحیویة ة متعددة الأھداف. ھدفت ھذه الدراسة إلى تقییم النشاط المضاد للبكتیریا والنشاط المضاد لتكوین الأغشی

 .الغالیك وحمض التانیكالمحضّرة باستعمال حمض لجسیمات النحاس النانویة

ة والإشریكی تم تحضیر الجسیمات النانویة بطریقة التخلیق الأخضر، ثم تقییم نشاطھا ضد المكورات العنقودیة الذھبیة

ضافة تل الأدنى، بالإوتم تقییم النشاط المضاد للبكتیریا من خلال تحدید التركیز المثبط الأدنى، والتركیز القا .القولونیة

لكونغو، واختبار اكما تم تقییم النشاط المضاد لتكوین الأغشیة الحیویة باستخدام وسط أحمر  .لقتل مع الزمنإلى اختبار ا

 .البنفسج البلوري، واختبار تثبیط تكوین الغشاء الحیوي

99.6بلغت مردودیة التخلیق  حمض الغالیك و–لجسیمات النحاس٪ 87.5 حمض التانیك. وأظھرت –لجسیمات النحاس٪

حمض التانیك –حمض الغالیك أعلى نشاط مثبط للنمو البكتیري، في حین أظھرت جسیمات النحاس–حاسجسیمات الن

نشاطًا قاتلاً للبكتیریا. كما أكدت نتائج اختبار القتل مع الزمن حدوث انخفاض تدریجي في حیویة البكتیریا مع مرور 

تثبیط تكوین الغشاء الحیوي لدى المكورات الزمن. بالإضافة إلى ذلك، أظھرت كلتا الصیغتین قدرةً ملحوظة على 

حمض الغالیك–العنقودیة الذھبیة، مع تسجیل أعلى نسب التثبیط بواسطة جسیمات النحاس . 

تؤكد ھذه النتائج أن الجمع بین النحاس والبولیفینولات یعزز الخصائص المضادة للبكتیریا والمضادة لتكوین الأغشیة 

رة، مما یبرز إمكاناتھا كبدیل واعد لمكافحة العدوى البكتیریة ومقاومة المضادات الحیویة للجسیمات النانویة المحضّ 

 .الحیویة

مقاومة المضادات الحیویة؛ جسیمات النحاس النانویة؛ التخلیق الأخضر؛ حمض الغالیك؛ حمض :الكلمات المفتاحیة

رات العنقودیة الذھبیة؛ الإشریكیة القولونیةالتانیك؛ النشاط المضاد للبكتیریا؛ النشاط المضاد للأغشیة الحیویة؛ المكو . 
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Introduction 

Les infections bactériennes demeurent un défi majeur de santé publique en raison de 

leur fréquence élevée, de leur impact sur la morbidité et la mortalité, ainsi que des coûts 

importants qu'elles engendrent pour les systèmes de santé (Ahmed et al., 2024). Elles 

concernent aussi bien les infections communautaires que les infections associées aux soins, 

ces dernières étant particulièrement préoccupantes en raison de la circulation de bactéries 

multirésistantes au sein des établissements hospitaliers (Ho et al., 2025). 

 

Depuis leur introduction, les antibiotiques ont profondément transformé la prise en 

charge des infections bactériennes. Toutefois, leur utilisation massive et parfois inappropriée 

en médecine humaine, vétérinaire et en agriculture a favorisé l'émergence de bactéries 

résistantes, réduisant progressivement l'efficacité des traitements conventionnels (Sora et al., 

2026). L'antibiorésistance constitue aujourd'hui l'une des principales menaces sanitaires 

mondiales et compromet la prise en charge de nombreuses infections auparavant facilement 

traitables (Karnwal et al., 2025). 

 

Parmi les bactéries les plus préoccupantes figurent Staphylococcus aureus et 

Escherichia coli, responsables d'un large éventail d'infections humaines. Leur capacité à 

développer divers mécanismes de résistance, notamment la production d'enzymes inactivant 

les antibiotiques, la modification des cibles thérapeutiques, la surexpression des pompes 

d'efflux ou encore la diminution de la perméabilité membranaire, limite considérablement les 

options thérapeutiques disponibles (Ahmed et al., 2024 ; AbiaetEssack, 2023). 

 

À cette problématique s'ajoute la capacité de certaines bactéries, notamment 

Staphylococcus aureus, à former des biofilms. Ces communautés bactériennes organisées, 

entourées d'une matrice extracellulaire protectrice, constituent une barrière physique limitant 

la diffusion des antibiotiques et protégeant les bactéries contre les défenses immunitaires de 

l'hôte. Les cellules incluses dans un biofilm peuvent être jusqu'à plusieurs centaines de fois 

plus tolérantes aux agents antimicrobiens que leurs homologues planctoniques, favorisant 

ainsi la persistance des infections chroniques, les récidives et les échecs thérapeutiques 

(Tanwar et al., 2024). 

 



    

 

 

Face à ces limites, le développement de nouvelles stratégies antimicrobiennes est 

devenu indispensable. Plusieurs approches alternatives, telles que les peptides antimicrobiens, 

la phagothérapie ou les composés naturels, ont été proposées. Cependant, leur application 

reste souvent limitée par des problèmes de stabilité, de coût, de spécificité ou de production à 

grande échelle (Karnwal et al., 2025). 

 

Dans ce contexte, les nanoparticules métalliques apparaissent comme une stratégie 

particulièrement prometteuse. Contrairement aux antibiotiques conventionnels qui ciblent 

généralement un seul processus biologique, les nanoparticules exercent une activité 

antimicrobienne selon plusieurs mécanismes simultanés. Elles peuvent adhérer à la surface 

bactérienne, perturber l'intégrité de la membrane, libérer des ions métalliques toxiques, 

générer des espèces réactives de l'oxygène (ROS) et provoquer des dommages irréversibles 

aux protéines, aux lipides membranaires et à l'ADN. Cette action multi-cible réduit 

considérablement la probabilité de développement de résistances bactériennes (Jiang et al., 

2024). 

 

En outre, les nanoparticules présentent un intérêt supplémentaire grâce à leur capacité à 

prévenir la formation des biofilms ou à perturber ceux déjà établis. Leur très faible taille 

favorise leur diffusion au sein de la matrice extracellulaire, où elles peuvent atteindre 

directement les cellules bactériennes, perturber les mécanismes de communication cellulaire 

(quorum sensing) et limiter la production de la matrice polymérique responsable de la stabilité 

du biofilm (Tanwar et al., 2024). Ainsi, une même formulation nanoparticulaire peut agir à la 

fois contre les bactéries sous forme planctonique et contre leur mode de vie en biofilm, ce qui 

représente un avantage majeur par rapport aux antibiotiques classiques. 

 

Parmi les nanoparticules métalliques, celles à base de cuivre présentent un intérêt 

particulier. Le cuivre possède une activité antimicrobienne reconnue, un coût nettement 

inférieur à celui des métaux nobles tels que l'argent ou l'or et une disponibilité importante, ce 

qui en fait un candidat attractif pour le développement de nouveaux agents antimicrobiens 

(Lungu et al., 2026). Cependant, les propriétés biologiques des nanoparticules de cuivre 

dépendent fortement de leur méthode de synthèse et des molécules utilisées pour leur 

stabilisation. 

 



    

 

 

Dans cette optique, la synthèse verte constitue une approche particulièrement 

intéressante. En utilisant des composés naturels tels que l'acide gallique et l'acide tannique 

comme agents réducteurs et stabilisants, elle permet d'éviter l'utilisation de réactifs chimiques 

toxiques, de limiter l'impact environnemental et d'obtenir des nanoparticules plus stables et 

potentiellement plus biocompatibles (Che Lah et al., 2022). De plus, ces deux polyphénols 

possèdent eux-mêmes des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes susceptibles 

d'influencer les caractéristiques physicochimiques et l'efficacité biologique des nanoparticules 

obtenues. Toutefois, les données comparant directement les performances antibactériennes et 

antibiofilm des nanoparticules de cuivre stabilisées respectivement par l'acide gallique et par 

l'acide tannique restent limitées. 

 

C'est dans ce contexte que s'inscrit la problématique de cette étude : les nanoparticules 

de cuivre synthétisées par voie verte à l'aide de l'acide gallique et de l'acide tannique 

constituent-elles une alternative efficace aux antibiotiques conventionnels pour inhiber la 

croissance bactérienne et prévenir la formation des biofilms chez des bactéries pathogènes 

telles que Staphylococcus aureus etEscherichia coli ? 

 

Afin de répondre à cette problématique, cette étude vise à : 

 

* Synthétiser des nanoparticules de cuivre par voie verte à partir des associations 

cuivre–acide gallique et cuivre–acide tannique. 

* Évaluer leur activité antibactérienne à travers la détermination de la concentration 

minimale inhibitrice (CMI), de la concentration minimale bactéricide (CMB) et l'étude 

deTime-Kill . 

* Évaluer leur capacité à inhiber la formation du biofilm chez une souche de 

Staphylococcus aureus productrice de biofilm. 

 

 

 



    

 

 

 

 

Synthèse 
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1. L’antibiorésistance 

1.1. Les infections bactériennes 

Les infections bactériennes constituent une cause majeure de morbidité et de mortalité à 

l’échelle mondiale, malgré les progrès considérables réalisés dans le domaine de la 

thérapeutique anti-infectieuse. Ces infections peuvent affecter divers systèmes de l’organisme, 

notamment les voies urinaires, l’appareil respiratoire, le tractus digestifs ainsi que le système 

sanguin, et évoluer vers des complications sévères telles que les septicémies (Whelan et al., 

2023). 

 Parmi les infections bactériennes les plus fréquemment rencontrées, les infections 

urinaires occupent une place prépondérante. Elles sont majoritairement attribuées aux souches 

uropathogènes de Escherichia coli (UPEC), responsables d’une grande partie des infections 

communautaires et hospitalières (Whelan et al., 2023). 

Les infections nosocomiales constituent également une problématique majeure dans les 

établissements de soins, en raison de la diffusion de bactéries pathogènes et de l’augmentation 

des résistances aux antibiotiques, considérées comme les principaux agents étiologiques des 

infections urinaires communautaires et nosocomiales (Howden et al., 2023). Le succès 

pathogène de ces souches repose sur l’expression de multiples facteurs de virulence favorisant 

l’adhésion aux cellules épithéliales, la colonisation des voies urinaires ainsi que la persistance 

au sein de l’hôte, expliquant ainsi leur implication récurrente dans les infections cliniques 

(Torres-Puiget al., 2022 ; Whelanet al., 2023). 

Parallèlement, les infections associées aux soins constituent une problématique 

croissante dans les établissements hospitaliers. La forte pression antibiotique exercée en 

milieu clinique, combinée à la circulation continue de microorganismes pathogènes et à la 

présence de patients vulnérables, favorise l’émergence et la dissémination de bactéries 

résistantes aux antibiotiques. Cette situation complique considérablement les stratégies 

thérapeutiques et contribue à l’augmentation du risque d’échec clinique (Howden et al., 

2023). 

Dans ce contexte, Staphylococcus aureus occupe une place centrale parmi les 

pathogènes responsables des infections nosocomiales. Cette bactérie opportuniste est 

impliquée dans un large éventail d’infections cutanées, respiratoires, ostéoarticulaires et 

systémiques. Sa remarquable capacité à former des biofilms, associée à son aptitude à 
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acquérir des résistances à plusieurs classes d’antibiotiques, notamment chez les souches 

résistantes à la méthicilline(SARM), constitue un facteur majeur de persistance et de 

chronicité des infections (Cheung et al., 2023 ; Howden et al., 2023). 

 

1.2 Utilisation des antibiotiques 

L’introduction des antibiotiques dans la pratique médicale a marqué une avancée 

majeure dans l’histoire de la médecine moderne. Depuis leur découverte, ces molécules ont 

permis de réduire significativement la mortalité liée aux infections bactériennes et d’améliorer 

considérablement le pronostic de nombreuses pathologies infectieuses. Leur utilisation a 

également rendu possibles plusieurs pratiques médicales à haut risque infectieux, notamment 

les interventions chirurgicales invasives, les transplantations d’organes, les chimiothérapies 

anticancéreuses et les traitements immunosuppresseurs (Ventola, 2024). 

1.2.2. Domaines d’utilisation des antibiotiques 

Les antibiotiques sont largement utilisés dans plusieurs domaines complémentaires. En 

médecine humaine, ils constituent la base du traitement des infections bactériennes 

communautaires et hospitalières (urinaires, respiratoires, cutanées et systémiques). En 

médecine vétérinaire, ils sont employés pour la prise en charge des infections animales ainsi 

que dans certains cas à visée prophylactique. Par ailleurs, leur utilisation en élevage et en 

agriculture a longtemps contribué à la prévention des maladies infectieuses. Toutefois, cette 

consommation importante exerce une pression de sélection permanente sur les populations 

bactériennes, favorisant l’émergence et la diffusion de souches résistantes dans les 

environnements humain, animal et environnemental (Laxminarayan et al., 2023 ; Prestinaci 

et al., 2023). 

1.2.3. Principales classes d’antibiotiques 

Les antibiotiques utilisés en pratique clinique sont regroupés en plusieurs classes 

principales selon leur structure chimique et leur mécanisme d’action. (Patel et al., 2023). 
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Tableau I.Principales classes d’antibiotiques utilisés en médecine humaine, leurs mécanismes 

d’action et leurs applications cliniques.(Katzung et Trevor 2024) 

Classe 
d’antibiotiques 

Exemples Mécanisme d’action 
Importance 

clinique 

β-lactamines 
Pénicillines, 
Céphalosporines 

Inhibition de la synthèse de la 
paroi bactérienne. 

Très utilisés contre 
Escherichia coli et 
Staphylococcus 
aureus 

Fluoroquinolones 
Ciprofloxacine, 
Levofloxacine 

Inhibition de l’ADN gyrase 
Infections 
urinaires et 
respiratoires 

Macrolides 
Azithromycine, 
Érythromycine 

Inhibition de la synthèse 
protéique (50S) 

Infections 
respiratoires 

Aminoglycosides 
Gentamicine, 
Amikacine 

Inhibition de la synthèse 
protéique (30S) 

Infections sévères 
hospitalières 

Tétracyclines Doxycycline 
Inhibition de la synthèse 
protéique 

Infections à large 
spectre 

 

1.3 Émergence et propagation de l’antibiorésistance 

La propagation de l’antibiorésistance résulte principalement de l’utilisation excessive et 

parfois inapproprié ou prolongée des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire, 

exerçant une pression de sélection constante sur les populations bactériennes et favorisant 

ainsi l’émergence et la diffusion de souches résistantes (Ahmed et al., 2024). 

Par ailleurs, l’utilisation des antibiotiques en élevage et en agriculture contribue 

également à ce phénomène, notamment par la présence de résidus dans l’environnement, tels 

que les eaux usées et les sols agricoles, qui maintiennent cette pression sélective. Les milieux 

hospitaliers constituent également des foyers majeurs de diffusion, en raison de la forte 

consommation d’antibiotiques, de la concentration de patients vulnérables et de la circulation 

de bactéries multirésistantes. L’ensemble de ces facteurs explique l’ampleur actuelle de 

l’antibiorésistance à l’échelle mondiale (Laxminarayan et al., 2023 ; Ahmed et al., 2024 ). 
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1.3.1. Mécanismes de propagation de l’antibiorésistance 

La dissémination des résistances bactériennes repose principalement sur le transfert 

horizontal de gènes, mécanisme permettant l’échange de matériel génétique entre bactéries. 

Ce transfert implique des éléments génétiques mobiles tels que les plasmides, les transposons 

et les intégrons, qui facilitent l’acquisition rapide de gènes codant pour différents 

déterminants de résistance (Al-Khalaifah, 2025). 

 Ce phénomène favorise non seulement la transmission des résistances au sein d’une 

même espèce bactérienne, mais également entre espèces phylogénétiquement différentes. 

Ainsi, l’antibiorésistance s’inscrit dans une dynamique complexe impliquant les interactions 

entre les secteurs humain, animal et environnemental, conformément au concept intégré « 

One Health » (Akunne et al., 2025 ; Al-Khalaifah, 2025). Les différents mécanismes de 

transfert génétique sont présentés dans la figure 1. 

 

Figure 1. Schéma synthétique des mécanismes de transfert horizontal de gènes impliqués 

dans l’antibiorésistance, élaboré à partir des données de (Lerminiaux et Cameron. 2019). 
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1.4 Principales bactéries impliquées dans l’antibiorésistance 

L’antibiorésistance concerne un large éventail de bactéries pathogènes, incluant à la fois 

les bactéries à Gram positif et à Gram négatif, impliquées dans les infections communautaires 

et nosocomiales (Ho et al., 2025). Certaines espèces sont considérées comme prioritaires en 

raison de leur forte prévalence clinique, de leur capacité d’adaptation et de leur aptitude à 

accumuler plusieurs mécanismes de résistance, constituant ainsi une menace majeure pour la 

santé publique mondiale (Karnwal et al., 2025). Le tableau IIrécapitule les principales 

bactéries impliquées dans ce phénomène. 

Tableau II.Principales bactéries impliquées dans l’antibiorésistance(Ho et al., 2025 ; 

Karnwal et al., 2025). 

Bactérie Type Infections associées 

Staphylococcus aureus  

Gram positif 

 

Infections cutanées, pneumonies, 
septicémies 

Enterococcusfaecalisfaecium Infections urinaires, endocardites, 
infections hospitalières 

Escherichia coli  

 Gram négatif 

 

 

Infections urinaires, digestives, 
septicémies 

Klebsiellapneumoniae Pneumonies, infections urinaires, 
infections nosocomiales 

Pseudomonas aeruginosa Infections respiratoires, brûlures, 
infections hospitalières 

Acinetobacterbaumannii Pneumonies, septicémies, infections 
en réanimation 

Parmi ces microorganismes, Staphylococcus aureus et Escherichia coli occupent une 

place particulièrement importante. Ces deux espèces représentent des modèles bactériens 

majeurs dans l’étude des mécanismes de résistance et des stratégies thérapeutiques 

alternatives. (Ho et al., 2025) 
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 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus est un pathogène gram positif, opportuniste responsable 

d’infections cutanées, pulmonaires et systémiques. Certaines souches, notamment les SARM, 

présentent une résistance associée à la production de la protéine PBP2a, qui réduit l’affinité 

des β-lactamines pour leur cible bactérienne (Ho et al., 2025). En outre, cette espèce possède 

une forte capacité de formation de biofilm. Ces structures multicellulaires organisées 

protègent les bactéries contre les antibiotiques ainsi que contre les défenses immunitaires de 

l’hôte, favorisant ainsi la persistance et la chronicité des infections. (Ho et al., 2025). 

 Escherichia coli 

Escherichia coli est une bactérie gram négatif, commensale du tractus intestinal pouvant 

devenir pathogène et être impliquée dans des infections urinaires, digestives et systémiques. 

La résistance aux antibiotiques repose principalement sur la production de β-lactamases à 

spectre étendu (BLSE), capables d’inactiver un large éventail de β-lactamines(AbiaetEssack, 

2023). Cette résistance est souvent associée à d’autres mécanismes, tels que les pompes 

d’efflux et la diminution de la perméabilité membranaire, renforçant ainsi son potentiel de 

multirésistance. De plus, Escherichia coli joue un rôle clé dans la dissémination des gènes de 

résistance grâce au transfert horizontal, facilitant leur propagation entre différentes espèces 

bactériennes (Ahmed et al., 2024). 

1.5 Mécanismes de résistance aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques repose sur différents mécanismes moléculaires 

permettant aux bactéries de survivre en présence d’agents antimicrobiens. Elle peut être 

intrinsèque ou acquise, résultant de mutations génétiques ou de l’acquisition de gènes via le 

transfert horizontal. Ces mécanismes jouent un rôle majeur dans l’échec thérapeutique et la 

diffusion des souches multirésistantes. (Abia et Essack, 2023). 

• Inactivation enzymatique 

Certaines bactéries produisent des enzymes capables d’inactiver directement les 

antibiotiques, notamment les β-lactamases qui hydrolysent l’anneau β-lactame des 

pénicillines et céphalosporines. Ce mécanisme est fréquemment observé chez Escherichia 

coli, Klebsiellapneumoniae ou encore Staphylococcus aureus, avec la production de 
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pénicillinases, BLSE ou carbapénèmases, réduisant fortement les options thérapeutiques 

(Ahmed et al., 2024). 

• Modification de la cible bactérienne 

Les antibiotiques agissent en se fixant sur des cibles spécifiques telles que les 

protéines de liaison à la pénicilline (PBP), les ribosomes ou les enzymes de réplication de 

l’ADN. Des altérations de ces structures diminuent l’affinité de liaison. Ce mécanisme est 

impliqué dans la résistance à la méthicilline, mais aussi dans certaines résistances aux 

fluoroquinolones observées chez différentes entérobactéries et cocci Gram positifs (Ho et 

al., 2025). 

• Efflux actif des antibiotiques 

Des systèmes de pompes membranaires permettent l’expulsion active des 

antibiotiques hors de la cellule bactérienne, réduisant leur concentration intracellulaire. Ce 

mécanisme est particulièrement répandu chez les bactéries Gram négatif comme les 

entérobactéries, mais également présent chez des bactéries Gram positif, contribuant à une 

résistance multi-classe aux antibiotiques (Karnwal et al., 2025). 

• Diminution de la perméabilité membranaire 

La membrane externe des bactéries Gram négatif constitue une barrière naturelle 

contrôlant l’entrée des molécules via les porines. La réduction de leur expression ou leur 

modification structurale limite la pénétration des antibiotiques, notamment les β-

lactamines et les fluoroquinolones, et renforce la résistance observée chez plusieurs 

pathogènes cliniques (Gaubaet Rahman, 2023). 

1.6 Alternatives aux antibiotiques conventionnels 

Face à l’augmentation de l’antibiorésistance, plusieurs alternatives aux antibiotiques 

conventionnels ont été explorées. Celles-ci présentent des activités antimicrobiennes 

variables, pouvant inhiber la croissance bactérienne ou réduire la virulence, mais leur 

efficacité reste souvent différente ou limitée par rapport aux antibiotiques classiques. Parmi 

ces approches figurent les peptides antimicrobiens, la phagothérapie ainsi que les composés 

naturels. (Ahmed et al., 2024). 

Les composés phénoliques, tels que l’acide gallique et l’acide tannique, ont montré une 

activité antibactérienne intéressante, bien que leur efficacité soit parfois réduite en raison de 

leur faible stabilité (Ahmed et al., 2024).
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Dans ce contexte, les nanoparticules métalliques émergent comme une stratégie 

innovante, combinant des effets antimicrobiens puissants avec une meilleure stabilité et une 

action efficace même sur des bactéries multirésistantes(Ho et al., 2025). Leur utilisation 

constitue ainsi la base de la présente étude. 

2. Nanoparticules métalliques  

Au cours des dernières décennies, les nanotechnologies ont suscité un intérêt 

considérable dans les domaines biomédical, pharmaceutique et biotechnologique. Parmi les 

différents nanomatériaux développés, les nanoparticules métalliques occupent une place 

particulièrement importante en raison de leurs propriétés physicochimiques originales et de 

leur large potentiel d’applications. Leur intérêt est renforcé dans le contexte actuel de 

l’antibiorésistance, où la recherche de nouvelles stratégies antimicrobiennes constitue une 

priorité majeure de santé publique (Pelgriftet Friedman, 2019 ; WHO, 2024). 

Les nanoparticules métalliques sont définies comme des structures de taille 

nanométrique généralement comprise entre 1 et 100 nm, constituées de métaux ou d’oxydes 

métalliques (Wahabet al., 2023). À cette échelle, les matériaux présentent des propriétés 

différentes de celles observées à l’état macroscopique, notamment en raison de 

l’augmentation du rapport surface/volume et des effets quantiques associés. 

Ces caractéristiques leur confèrent une forte réactivité de surface ainsi que des 

propriétés optiques, catalytiques et biologiques particulières, expliquant leur intérêt croissant 

dans les applications biomédicales et antimicrobiennes (Aminzaiet al., 2024 ; Shahalaeietal., 

2024). Contrairement aux antibiotiques conventionnels, qui agissent généralement sur une 

cible moléculaire spécifique, les nanoparticules métalliques exercent leur activité par des 

interactions simultanées avec plusieurs structures bactériennes, notamment la membrane 

cellulaire, les protéines enzymatiques et le matériel génétique. Cette action multi-cible limite 

potentiellement le développement rapide de mécanismes de résistance bactérienne. 

Dans ce contexte, les nanoparticules métalliques apparaissent aujourd’hui comme des 

alternatives prometteuses aux antibiotiques conventionnels et représentent une voie innovante 

dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.(Aminzaiet al., 2024) 

 

2.1. Paramètres influençant les propriétés des nanoparticules métalliques 



Synthèse bibliographique                                          Nanoparticules métalliques 

12 

 

Les propriétés physicochimiques et biologiques des nanoparticules métalliques sont 

étroitement liées aux conditions de synthèse ainsi qu’à leurs caractéristiques structurales. Ces 

paramètres déterminent non seulement leur stabilité colloïdale, mais aussi leur réactivité de 

surface, leur interaction avec les systèmes biologiques et, par conséquent, leur efficacité 

antimicrobienne.(Iravani, 2011) 

• Taille des nanoparticules 

La taille constitue l’un des paramètres les plus déterminants dans le comportement 

biologique des nanoparticules. La diminution de la taille entraîne une augmentation du rapport 

surface/volume, favorisant ainsi la disponibilité des sites réactifs et l’interaction avec les 

structures cellulaires bactériennes. Les nanoparticules de petite taille présentent généralement 

une meilleure capacité de pénétration cellulaire ainsi qu’une interaction plus importante avec 

les membranes bactériennes, induisant des altérations structurales et fonctionnelles plus 

marquées. À l’inverse, des particules de plus grande taille possèdent une surface réactive 

réduite et présentent souvent une activité biologique moins importante 

(MourdikoudisetThanh, 2018). 

• Forme et morphologie 

La morphologie des nanoparticules (sphérique, cubique, triangulaire, hexagonale, etc.) 

influence fortement leur comportement biologique. Les différentes facettes cristallines exposent 

des densités atomiques et des énergies de surface variables, ce qui modifie leur réactivité. 

Certaines formes, notamment celles présentant des arêtes ou des sommets, offrent une 

interaction plus intense avec les membranes bactériennes, augmentant ainsi l’effet 

antimicrobien (Iravani, 2011). 

• Charge de surface (potentiel zêta) 

Le potentiel zêta joue un rôle essentiel dans la stabilité des suspensions colloïdales 

et dans les interactions électrostatiques avec les cellules bactériennes. Une charge fortement 

positive favorise l’attraction avec les surfaces bactériennes généralement négatives, facilitant 

l’adhésion et la perturbation de la membrane. À l’inverse, une faible charge peut entraîner 

une agrégation des nanoparticules et une diminution de leur efficacité biologique (Joudehet 

Linke, 2022). 
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• Nature du métal 

Le type de métal utilisé conditionne directement le mécanisme d’action 

antimicrobien. Le cuivre, par exemple, exerce son activité principalement par la libération 

d’ions Cu²⁺, responsables de stress oxydatif et de dom m ages m em branaires. L’argent, quant 

à lui, interagit avec les protéines, les enzymes et l’ADN bactérien, perturbant ainsi plusieurs 

fonctions cellulaires. D’autres métaux ou oxydes métalliques présentent également des 

mécanismes spécifiques, élargissant le spectre d’activité antimicrobienne (Wahab et al., 

2023). 

 

• Conditions de synthèse 

Les paramètres expérimentaux tels que le pH, la température, le temps de réaction et 

la concentration des précurseurs jouent un rôle déterminant dans la formation des 

nanoparticules. Le pH influence notamment l’état d’ionisation des agents réducteurs, la 

température contrôle la cinétique de nucléation et de croissance, tandis que la 

concentration des réactifs détermine la taille finale et la distribution des particules. Ces 

paramètres sont particulièrement critiques dans les méthodes de synthèse verte, où les 

conditions douces influencent directement la qualité des nanoparticules obtenues (Iravani, 

2011). 

• Agents réducteurs et stabilisants 

Dans la synthèse verte, les biomolécules naturelles telles que les polyphénols, 

l’acide gallique, l’acide tannique ou certaines protéines jouent un double rôle de réduction 

et de stabilisation. Elles permettent la réduction des ions métalliques en nanoparticules tout 

en limitant leur agrégation grâce à un effet de capping. Ces molécules influencent 

également la taille, la dispersion et la stabilité colloïdale, ce qui a un impact direct sur 

l’activité biologique finale des nanoparticules (Khan et al., 2019). 

2.2. Synthèse des nanoparticules métalliques 

La synthèse des nanoparticules métalliques représente une étape déterminante dans le 

contrôle de leurs propriétés physicochimiques et biologiques. Elle repose sur deux approches 

principales : les méthodes descendantes (top-down), basées sur la fragmentation d’un 

matériau massif, et les méthodes ascendantes (bottom-up), fondées sur l’assemblage d’atomes 
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ou de molécules (Jamkhande et al., 2019 ; Dikshit et al., 2023). Le tableau III représente les 

différentes méthodes de synthèses des nanoparticules. 

Tableau III. Méthodes de synthèse des nanoparticules métalliques et leurs caractéristiques 

Approche Principe Avantages Limites Références 

Méthodes 

physiques 

(Top-

down) 

Fragmentation d’un 

matériau massif en 

nanoparticules par des 

procédés mécaniques ou 

énergétiques (broyage, 

ablation laser, 

évaporation–

condensation, dépôt en 

phase vapeur). 

Haute pureté des 

nanoparticules 

obtenues, absence 

relative de réactifs 

chimiques. 

Contrôle limité 

de la taille et de 

la morphologie, 

distribution 

souvent 

hétérogène. 

Jamkhan

deet al., 

2019 

Méthodes 

chimiques 

(Bottom-up) 

Formation des 

nanoparticules par 

nucléation et croissance à 

partir d’ions métalliques 

en solution (réduction 

chimique, co-

précipitation, sol-gel, 

microémulsions). 

Bon contrôle de la 

taille, de la forme 

et de la structure 

cristalline. 

Utilisation de 

réactifs chimiques 

potentiellement 

toxiques, risque de 

résidus 

environnementaux. 

Jamkhan

de et al., 

2019 

Méthodes 

biologiques 

green 

synthesis / 

biosynthèse 

Réduction des ions 

métalliques par des 

systèmes biologiques tels 

que les extraits végétaux, 

micro-organismes ou 

biomolécules 

(polyphénols, protéines). 

Méthode 

écologique, 

conditions de 

synthèse douces, 

meilleure 

biocompatibilité 

des 

nanoparticules. 

Contrôle parfois 

moins précis des 

propriétés finales, 

variabilité 

biologique selon 

les extraits 

utilisés. 

Jamkhan

de et al., 

2019 ; 

Dikshit et 

al., 2021 
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Parmi ces différentes approches, les méthodes biologiques, et en particulier la synthèse 

verte, suscitent un intérêt croissant en raison de leur compatibilité avec les applications 

biomédicales. 

2.3 Synthèse verte des nanoparticules de cuivre 

La biosynthèse des nanoparticules de cuivre (Cu) et d’oxyde de cuivre (CuO) par voie 

verte repose sur l’utilisation de sels de cuivre, tels que le sulfate, le nitrate ou le chlorure de 

cuivre, en présence d’extraits végétaux riches en composés bioactifs. Ces extraits contiennent 

principalement des polyphénols, des flavonoïdes et d’autres métabolites secondaires capables 

d’assurer la réduction des ions Cu²⁺ en nanoparticules dans des conditions de synthèse 

relativement douces. (Lungu et al., 2026) 

Au-delà de leur rôle réducteur, ces biomolécules interviennent également dans la 

stabilisation des nanoparticules formées en limitant leur agrégation et en contrôlant leur taille, 

leur dispersion et leur stabilité colloïdale. Cette approche présente plusieurs avantages, 

notamment sa simplicité, son faible coût, sa faible toxicité et son caractère respectueux de 

l’environnement (Ahmed et al., 2022 ; Iravani et al., 2023 ). 

2.4 Le cuivre comme modèle métallique 

Le cuivre a été largement étudié dans le domaine des nanomatériaux en raison de ses 

propriétés antimicrobiennes intrinsèques et de son efficacité contre un large spectre de 

microorganismes. Son activité biologique repose principalement sur la génération d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS), responsables d’un stress oxydatif important induisant des 

dommages membranaires, protéiques et génétiques chez les bactéries (Wang et al., 2022). 

La libération d’ions Cu²⁺ contribue égalem ent à perturber les fonctions enzymatiques 

essentielles et à altérer l’intégrité cellulaire. Cette action multi-cible confère aux 

nanoparticules de cuivre une efficacité notable contre les bactéries Gram positives et Gram 

négatives (Habibah et al., 2024) 

Comparativement à d’autres métaux tels que l’argent ou le zinc, le cuivre présente un 

compromis particulièrement intéressant entre efficacité antimicrobienne, disponibilité et coût 

de production. Bien que l’argent possède une activité antibactérienne élevée, son coût reste 

relativement important, tandis que le zinc présente généralement une activité plus modérée. 
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Le cuivre constitue ainsi une alternative prometteuse pour le développement d’applications 

biomédicales et antimicrobiennes. (Wang et al., 2022). 

Par ailleurs, le cuivre est particulièrement compatible avec les approches de synthèse 

verte en raison de son affinité avec les biomolécules végétales, notamment les polyphénols, 

facilitant ainsi sa réduction et sa stabilisation. 

2.5 Polyphénols 

Les polyphénols sont des composés naturels d’origine végétale caractérisés par la 

présence d’un ou plusieurs noyaux aromatiques portant des groupements hydroxyles. Ils sont 

issus du métabolisme secondaire des plantes et interviennent dans leurs mécanismes de 

défense contre divers stress biologiques et environnementaux (Shahidiet Yeo, 2018). 

Dans le domaine antimicrobien, ces composés suscitent un intérêt particulier en raison 

de leur capacité à interagir avec différentes structures bactériennes. Ils peuvent perturber 

l’intégrité des membranes cellulaires, inhiber certaines enzymes essentielles et interférer avec 

les facteurs de virulence, limitant ainsi la croissance bactérienne et la capacité d’infection. De 

plus, plusieurs études ont montré leur implication dans la réduction de la formation du biofilm 

et dans l’inhibition de son développement, ce qui renforce leur intérêt dans le contrôle des 

infections bactériennes (Scalbert et Williamson, 2000). 

2.5.1 Acide gallique (AG) 

L’acide gallique (C₇H ₆ O ₅ ) est un polyphénol naturel de la fam ille des acide s 

hydroxybenzoïques, caractérisé par un noyau benzénique portant trois groupements 

hydroxyles en positions 3, 4 et 5 ainsi qu’une fonction acide carboxylique. Cette structure lui 

confère une forte polarité et une réactivité élevée. (Hadidi et al., 2024). 

Les groupements hydroxyles sont responsables de ses propriétés antioxydantes, car ils 

permettent le transfert d’électrons et la stabilisation des radicaux libres par résonance sur le 

noyau aromatique (Hadidi et al., 2024). Par ailleurs, la présence simultanée des fonctions 

hydroxyles et carboxyliques favorise la formation de liaisons hydrogène et de complexes avec 

les ions métalliques, expliquant sa capacité de chélation et sa réactivité chimique (Wang et 

al., 2024). 
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La structure de l’acide gallique est directement liée à ses propriétés physico-chimiques 

et biologiques, ce qui justifie son intérêt dans les applications biomédicales et 

biotechnologiques (WianowskaetOlszowy-Tomczyk, 2023). 

 

 

 

 

Figure 2. Structure de l’acide gallique(Wianowska, D., et Olszowy-Tomczyk, M. 2023). 

2.5.2 Acide tannique (AT) 

L’acide tannique est un polyphénol appartenant à la famille des tanins hydrolysables, 

constitué d’un noyau glucosique estérifié par plusieurs unités d’acide gallique, ce qui lui 

confère une forte densité en groupements hydroxyles phénoliques. 

Selon (Cometta et al., 2024), cette richesse fonctionnelle permet à l’acide tannique 

d’interagir avec diverses biomolécules via des liaisons hydrogène, des interactions 

hydrophobes et électrostatiques, expliquant son affinité élevée pour les protéines et les 

membranes biologiques. 

Par ailleurs, l’acide tannique présente une forte capacité de chélation des ions 

métalliques grâce à ses groupements phénoliques, ce qui contribue à ses propriétés 

biologiques, notamment son activité antimicrobienne (Khosravi et al., 2024). 

 

 

 

 

 

Figure 3. Structure de l’acide tannique (Bei et al., 2026) 
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2.6 Rôle des polyphénols dans la synthèse verte 

Les polyphénols jouent un rôle essentiel dans la synthèse verte des nanoparticules 

métalliques grâce à leur double fonction d’agents réducteurs et stabilisants (Ahmad et al., 

2019). 

L'interaction entre le cuivre, l'acide gallique et l'acide tannique lors de la formation de 

nanoparticules repose sur leur rôle dual d'agents réducteurs et stabilisants dans des synthèses 

vertes. Ces polyphénols réduisent les ions Cu²⁺ (provenant de sels com m e C uSO ₄  ou 

Cu(NO₃)₂) en nanoparticules métalliques Cu⁰, Cu₂O ou CuO via l'oxydation de leurs 

groupes hydroxyle phénoliques en quinones, tout en formant des complexes métal-ligand qui 

contrôlent la nucléation et préviennent l’agrégation. (Che Lah et al., 2022) 

2.6.1. Interaction cuivre – acide gallique 

L’acide gallique intervient de manière essentielle dans la synthèse des nanoparticules de 

cuivre en agissant directement sur les ions Cu²⁺ en m ilieu aqueux. Grâce à ses groupements 

hydroxyles, il joue un rôle de donneur d’électrons, favorisant la réduction progressive des ions 

Cu²⁺ en C u⁺  puis en cuivre m étallique C u⁰  (Shehabeldine et al., 2023). 

Au-delà de cette fonction réductrice, il contribue également à la stabilisation des 

nanoparticules formées. En effet, ses groupements hydroxyles permettent une interaction forte 

avec la surface des particules par chélation des ions cuivre, formant ainsi une couche 

organique protectrice qui limite l’agrégation et améliore la stabilité colloïdale des 

nanoparticules. (Huoet Liu, 2022) 

Cette double action, à la fois réductrice et stabilisante, fait de l’interaction Cu–acide 

gallique un élément clé des procédés de synthèse verte des nanoparticules de cuivre, où la 

formation et la stabilisation sont assurées simultanément par une même molécule (Huoet Liu, 

2022 ; Somtürk Yılmaz et al., 2024 ). 

2.6.2 Interaction cuivre – acide tannique 

L’acide tannique possède une forte capacité de complexation des ions cuivre grâce à sa 

richesse en groupements phénoliques. Il favorise la nucléation et la formation rapide des 

nanoparticules tout en assurant leur stabilisation colloïdale. 
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Au cours de ce processus, les multiples sites phénoliques participent à des réactions 

redox successives, assurant une réduction efficace des ions métalliques. En parallèle, l’acide 

tannique contribue à la stabilisation des nanoparticules en formant une couche organique 

protectrice autour de leur surface, ce qui limite leur croissance et leur agrégation (Liu et al., 

2021). 

Par ailleurs, sa structure peut subir une hydrolyse partielle, libérant de l’acide gallique, 

ce qui renforce les processus de réduction et de stabilisation. Cette synergie favorise ainsi 

l’obtention de nanoparticules de petite taille, stables, et présentant une activité 

antimicrobienne accrue, notamment en raison de la production d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et de la libération d’ions cuivre (Zhao et al., 2017 ; Che Lah et al., 2022  ). 

2.7. Activité antibactérienne des nanoparticules métalliques 

Les nanoparticules métalliques constituent une alternative prometteuse aux antibiotiques 

conventionnels grâce à leur large spectre d’action et à leurs mécanismes antibactériens 

multiples. Contrairement aux antibiotiques classiques, leur activité repose sur des interactions 

physicochimiques non spécifiques, ce qui limite fortement l’apparition de mécanismes de 

résistance bactérienne (Jiang et al., 2024). 

Leur effet antibactérien s’exprime principalement par la génération d’espèces réactives 

de l’oxygène (ROS), responsables d’un stress oxydatif entraînant des dommages aux lipides 

membranaires, aux protéines et au matériel génétique. À cela s’ajoute une interaction directe 

avec la paroi et la membrane bactérienne, provoquant une augmentation de la perméabilité et 

une fuite du contenu cellulaire. Enfin, la libération d’ions métalliques tels que Cu²⁺, A g⁺  ou 

Zn²⁺ contribue à perturber les activités enzym atiques et les processus m étaboliques 

essentiels, renforçant ainsi la toxicité cellulaire (Ramos-Zúñiga et al., 2023). 

Ces mécanismes combinés permettent une activité efficace contre des bactéries Gram 

positives comme Staphylococcus aureus et Gram négatives telles que Escherichia coli, 

malgré leurs différences structurales. Chez ces deux modèles bactériens, les nanoparticules 

induisent un stress oxydatif important, des altérations membranaires et une inhibition des 

systèmes enzymatiques, conduisant progressivement à la mort cellulaire. Dans certains cas, 

elles interfèrent également avec les mécanismes de résistance, notamment les pompes d’efflux 

et les facteurs de virulence (Ramos-Zúñiga et al., 2023). 
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De plus, les nanoparticules d’oxydes métalliques comme celles du cuivre et du zinc 

ainsi que les systèmes bimétalliques présentent une efficacité renforcée, due à la synergie 

entre plusieurs mécanismes d’action, incluant la production accrue de ROS et la perturbation 

simultanée de plusieurs cibles cellulaires (Joshi etPatil, 2023 ;Castro-Valenzuela et al., 

2024 ; Hao et al., 2024 ; Zhang et al., 2024). 

2.8. Activité antibiofilm des nanoparticules métalliques 

Les biofilms bactériens sont des structures microbiennes protégées par une matrice 

extracellulaire, ce qui les rend très résistants aux antibiotiques et aux défenses immunitaires. 

(Costerton et al., 1999) 

Selon (Tanwar et al.,2024), les nanoparticules inorganiques constituent une stratégie 

efficace contre ces biofilms grâce à leurs actions multiples. Elles empêchent d’abord 

l’adhésion des bactéries aux surfaces, puis perturbent les biofilms déjà formés en 

endommageant leur matrice via le stress oxydatif (ROS). Elles interfèrent également avec la 

communication bactérienne (quorum sensing), ce qui bloque la formation et la maturation du 

biofilm. Enfin, la libération d’ions métalliques renforce l’effet antibactérien (Algadi et al., 

2024). 

2.9. Toxicité des nanoparticules métalliques 

Malgré leurs nombreuses applications, les nanoparticules métalliques présentent des 

risques pour la santé humaine et l’environnement. Leur petite taille leur permet de traverser 

les barrières biologiques, entraînant une accumulation dans les tissus et une interaction directe 

avec les cellules. 

La toxicité est principalement liée à la production excessive d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS), qui provoquent un stress oxydatif responsable de dommages cellulaires, 

notamment au niveau des membranes, des protéines et de l’ADN. De plus, la libération d’ions 

métalliques peut amplifier ces effets cytotoxiques (Kumar et al., 2019 ; Abbasi et al., 2023). 

Sur le plan environnemental, les nanoparticules peuvent s’accumuler dans les eaux 

usées et affecter les microorganismes aquatiques, perturbant ainsi les écosystèmes. Leur 

utilisation nécessite donc une évaluation rigoureuse de la dose, de la biodisponibilité et des 

conditions d’exposition afin de limiter les effets secondaires (Kumar et al., 2019 ; 

RezićetMeštrović, 2023). 
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3. Applications des nanoparticules métalliques 

Les nanoparticules métalliques présentent un intérêt considérable dans de nombreux 

domaines en raison de leurs propriétés physicochimiques particulières, notamment leur 

grande surface spécifique, leur réactivité élevée et leur activité antimicrobienne. Au-delà des 

applications biomédicales, leur utilisation s’étend à plusieurs secteurs industriels, 

environnementaux et technologiques (Karypidis et al., 2023). 

3.1 Applications dans les textiles et dispositifs médicaux 

Les nanoparticules métalliques, en particulier celles à base d’argent, de zinc et de 

cuivre, sont largement utilisées dans le domaine textile pour conférer des propriétés 

antimicrobiennes durables. Elles sont intégrées dans les fibres ou déposées sous forme de 

revêtements sur les tissus afin de limiter la prolifération bactérienne. (Tarannum et al., 2025) 

Ces matériaux sont utilisés dans la fabrication de vêtements médicaux tels que les 

blouses hospitalières, les draps, les masques et les pansements, afin de réduire le risque 

d’infections nosocomiales. L’incorporation de nanoparticules permet également d’améliorer la 

durabilité des propriétés antimicrobiennes même après plusieurs cycles de lavage, ce qui 

constitue un avantage majeur dans le domaine hospitalier (Vrinceanu et al., 2022 ; 

Karypidis et al., 2023). 

3.2. Applications dans les revêtements et peintures antimicrobiennes 

Les nanoparticules sont également utilisées dans les revêtements de surfaces et les 

peintures fonctionnelles. Elles permettent de développer des surfaces auto-désinfectantes, 

capables d’inhiber la croissance microbienne sur les murs hospitaliers, les équipements 

médicaux ou les surfaces fréquemment touchées (Weber etRutala, 2013). 

Ces revêtements à base de nanoparticules sont particulièrement intéressants dans les 

environnements à haut risque infectieux, car ils assurent une action antimicrobienne continue 

sans besoin d’application répétée de désinfectants chimiques (RezićetMeštrović, 2023). 
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3.3. Autres applications industrielles et environnementales 

En dehors du domaine médical, les nanoparticules métalliques sont utilisées dans divers 

secteurs industriels, notamment : 

• La protection UV et les revêtements anti-corrosion 

• Les textiles techniques (vêtements sportifs, textiles intelligents)  

• La purification de l’eau et le traitement des polluants  

• Les matériaux autonettoyants et anti-odeurs  

Ces applications exploitent principalement leurs propriétés catalytiques et 

antimicrobiennes, liées à la génération d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et à la 

libération d’ions métalliques actifs (Wang et al., 2022).  



 

 

 

 

 
Partie expérimentale  
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Matériels et méthodes 

L’ensemble des travaux expérimentaux réalisés dans le cadre de cette étude a été 

effectué au sein du Laboratoire de Recherche en Biochimie Analytique et Biotechnologie 

(LABAB), Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. 

1. Matériel biologique 

Deux souches bactériennes de référence ont été sélectionnées afin de d’évaluer les 

propriétés antibactériennes et antibiofilm des nanoparticules synthétisées : 

• Escherichia coli ATCC 25922  

• Staphylococcus aureus ATCC 25923  

Ces souches ont été retenues en raison de leur importance clinique, de leur implication 

fréquente dans les infections humaines ainsi que de leur rôle majeur dans les phénomènes 

d’antibiorésistance et de formation de biofilm. 

2. Synthèse des nanoparticules Cu–acide gallique (Cu–AG) et Cu–acide tannique (Cu–

AT) 

Les nanoparticules Cu–acide gallique et Cu–acide tannique ont été synthétisées selon 

une approche de complexation cuivre–polyphénol reposant sur l’autoassemblage des ions 

cuivre avec des composés phénoliques.(Ejima et al. 2013) 

La synthèse des nanoparticules Cu–AG a été réalisée après optimisation expérimentale des 

paramètres réactionnels, notamment les proportions des réactifs, le pH et les conditions 

thermiques. En revanche, la synthèse des nanoparticules Cu–AT a été effectuée selon le 

rapport optimal rapporté par Tao Liu et al. (2024), basé sur l’autoassemblage oxydatif des 

ions cuivre avec l’acide tannique.  

Pour la synthèse des nanoparticules Cu–AG, 0,85 g de sulfate de cuivre (CuSO₄) et 

1,27 g d’acide gallique ont été dissous dans 400 mL d’eau distillée, correspondant à un 

rapport molaire Cu:AG de 1:2. La solution de sulfate de cuivre a ensuite été ajoutée goutte à 

goutte à la solution d’acide gallique sous agitation magnétique continue afin d’assurer une 

homogénéisation progressive et contrôlée du milieu réactionnel. 
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Dans les mêmes conditions expérimentales, les nanoparticules Cu–AT ont été 

synthétisées à partir de 1,70 g de sulfate de cuivre (CuSO₄) et de 0,89 g d’acide tannique 

dissous dans 400 mL d’eau distillée, correspondant à un rapport molaire Cu:AT de 0,25:1 

(Tao Liu et al., 2024).La solution de CuSO₄ a été ajoutée sous agitation continue. La 

solution de CuSO₄ a ensuite été ajoutée goutte à goutte à la solution d’acide tannique sous 

agitation continue afin d’assurer une homogénéisation progressive et contrôlée du milieu 

réactionnel. 

Dans les deux systèmes, le pH réactionnel a été ajusté à 7,4 par addition de NaOH (2 

M). Le mélange réactionnel a ensuite été chauffé à 70 °C pendant 1 h. Concernant les 

nanoparticules Cu–AG, une incubation complémentaire à 60 °C pendant 5 h a été appliquée 

afin de favoriser la maturation du système nanoparticulaire, tandis que les nanoparticules Cu–

AT ont été maintenues à 70 °C pendant 1 h. 

Les nanoparticules formées ont été récupérées par centrifugation à 14 000 tr/min 

pendant 10 min pour les Cu–AG et à 8 000 tr/min pendant 10 min pour les Cu–AT. Trois 

cycles successifs de lavage à l’eau distillée ont ensuite été réalisés afin d’éliminer les résidus 

non réagis. Chaque lavage a été suivi d’une centrifugation dans les mêmes conditions 

expérimentales. Un dernier lavage à l’éthanol à 96 % a été effectué avant séchage à 40 °C afin 

d’éliminer les traces résiduelles d’alcool. 

Après séchage, la poudre obtenue a été récupérée par grattage à l’aide d’une spatule 

stérile puis transférée dans des cryotubes stériles et conservée à 4 °C jusqu’à utilisation.  

Le rendementmassique de synthèse a été déterminé selon la formule suivante : 

 

Rendement (%)=
Masse experimentale

Massee theorique de Cu0
× 100 
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Figure 4. Schéma représentatif des différentes étapes de la synthèse des nanoparticules Cu–

AG et Cu–AT 
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3. Activités antibactériennes 

L’activité antibactérienne des composés testés a été évaluée selon des méthodes ont 

inclus la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), de la concentration 

minimale bactéricide (CMB) ainsi que l’étude de Time-Kill. 

3.1. Détermination concentration Minimale Inhibitrice (CMI) 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond à la plus faible concentration 

d’un agent antimicrobien capable d’inhiber toute croissance bactérienne visible après 

incubation (Sabath, L. D. 1976; Kowalska-KrochmaletDudek-Wicher, 2021). Elle 

représente un paramètre de référence essentiel pour l’évaluation de la sensibilité bactérienne 

aux agents antimicrobiens et constitue le gold standard dans ce type d’étude (Patil et al., 

2025). 

Les concentrations des nanoparticules ainsi que celles des fractions en cuivre et en 

composés phénoliques ont été déterminées et présentées dans le tableau IV. 

Tableau IV.Concentrations des espèces actives utilisées pour la CMI. 

Système nanoparticulaire Nanoparticules (mg/mL) Cu (mg/mL) Acide (mg/mL) 

Cu–acide gallique 20 2,8 17,1 
Cu–acide tannique 20 2,6 17,4 
 

La concentration des différents composés a été préparée dans 1 mL d’eau distillée 

stérile. Les solutions de nanoparticules ont été soumises à une sonication pendant 30 minutes 

afin d’assurer une dispersion homogène, tandis que les autres composés ont été homogénéisés 

par agitation au vortex. 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée par la méthode de 

microdilution en bouillon sur microplaque à 96 puits, selon les recommandations du Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2025). Dans chaque puits, 100 µL de bouillon 

Mueller-Hinton stérile ont été distribués, suivis de 100 µL de solution mère du composé testé 

dans le premier puits de chaque ligne. Une série de dilutions géométriques au demi a ensuite 
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été réalisée par transferts successifs de 100 µL jusqu’au dixième puits, avec homogénéisation 

à chaque étape, tout en maintenant un volume final constant dans tous les puits. 

L’inoculum bactérien d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus a été préparé à 

partir de cultures jeunes de 18 heures. Quelques colonies isoléesprélevées puis mise en 

suspension dans de l’eau physiologique stérile, avant ajustement à 0,5 McFarland (≈ 10⁸ 
UFC/mL). Cette suspension a ensuite été diluée dans le bouillon Mueller-Hinton afin 

d’obtenir une concentration finale d’environ 10⁶ U FC /m L. Par la suite, 100 µL de 

suspension bactérienne ont été ajoutés dans chaque puits contenant les dilutions des 

composés, conduisant à une charge finale d’environ 5 × 10⁵ U FC /m L par  puits. 

Afin d’assurer la validité expérimentale des essais, plusieurs témoins ont été réalisés. 

Un témoin de croissance (T+) contenant le bouillon Mueller-Hinton et l’inoculum bactérien 

sans composé testé, un témoin de stérilité(T-) contenant uniquement le bouillon Mueller-

Hinton, ainsi qu’un témoin du composé contenant le bouillon Mueller-Hinton et le composé 

testé sans inoculum bactérien ont été réalisés afin de vérifier respectivement la viabilité 

bactérienne, la stérilité du milieu et l’absence d’interférence du composé sur le système de 

lecture. Les microplaques ont ensuite été incubées à 37 °C pendant 18 heures sous agitation 

douce. Tous les essais ont été réalisés en triplicata afin d’assurer la reproductibilité, la fiabilité 

et la validation des résultats expérimentaux. 
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Après incubation, 30 µL de résazurine à 0,015 % ont été ajoutés dans chaque puits, 

suivis d’une nouvelle incubation de 3 h à 37 °C sous agitation douce. 

Figure 5. Détermination de la CMI par microdilution en microplaque 96 puits. 

3.2.  Concentration Minimale Bactéricide (CMB) 

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond à la plus faible concentration 

d’un agent antimicrobien capable d’entraîner la destruction complète des bactéries viables, 

mise en évidence par l’absence de croissance après repiquage sur un milieu de culture sans 

agent antimicrobien. Elle permet de différencier une activité bactériostatique (inhibition de la 

croissance) d’une activité bactéricide (élimination bactérienne)(Rodríguez-Melcón et al., 

2022). 
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La CMB a été déterminée selon la méthode de repiquage à partir des puits du test de 

concentration minimale inhibitrice (CMI) ne présentant aucune croissance visible. Un volume 

de 10 µL a été prélevé des puits correspondant à la CMI ainsi qu’aux concentrations 

supérieures, puis ensemencé sur gélose Mueller-Hinton ; et incubé à 37 °C pendant 24 h.  

Après incubation, l’absence de croissance bactérienne indique un effet bactéricide, tandis que 

la présence de colonies traduit un effet bactériostatique (CLSI, 2025). 

preleve etàLe rapport CMB/CMI a été calculé pour déterminer la nature de l'activité 

antimicrobienne (bactéricide si ≤ 4, bactériostatique si > 4 (CLSI, 2025). 

Figure 6.  Détermination de la concentration minimale bactéricide. 

 

3.3. Test de Time-Kill assay 

Le Time-Kill assay est une méthode dynamique permettant d’évaluer l’évolution de la 

viabilité bactérienne en fonction du temps d’exposition à un agent antimicrobien. Elle repose 

sur le dénombrement des bactéries viables à différents intervalles de temps (Mueller et al., 
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2004). Une diminution ≥ 3 log₁₀ UFC/mL par rapport à l’ inoculum initial est généralement 
considérée comme un effet bactéricide significatif (Košćak et al., 2023). 

Dans cette étude, le test de timekilldes nanoparticules Cu–AT et Cu–AG a été évaluée 

selon une méthode adaptée du protocole décrit par (Appiah et al. 2017), avec quelques 

modifications. 

Les nanoparticules ont été préparées à une concentration correspondant à leur CMI 

respective, puis suspendues dans de l’eau distillée stérile après sonication pendant 30 min afin 

d’assurer une dispersion homogène. Le système réactionnel a été constitué par le mélange de 

1 mL de suspension de nanoparticules avec 1 mL d’une suspension bactérienne standardisée 

d’Escherichia coli ou de Staphylococcus aureus, afin d’obtenir une concentration finale de 5 

× 10⁵ U FC /m L. 

Pour les nanoparticules Cu–acide gallique (Cu–AG), des prélèvements de 100 µL ont 

été réalisés aux temps 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 24 h. Chaque prélèvement a fait l’objet d’une série 

de dilutions décimales successives jusqu’à 10⁻⁹ , en transférant 100 µL de la suspension 

réactionnelle dans 9,9 mL d’eau physiologique stérile à chaque étape de dilution. Les 

dilutions appropriées ont ensuite été ensemencées sur gélose Mueller-Hinton à l’aide d’un 

râteau stérile afin de permettre le dénombrement des bactéries viables après incubation à 37 

°C pendant 24 h. 

En revanche, pour les nanoparticules Cu–acide tannique (Cu–AT), en raison de leur 

forte activité antibactérienne, aucune dilution n’a été réalisée. Aux différents temps 

d’incubation (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 24 h), 100 µL de la suspension réactionnelle (nanoparticules 

+ bactéries) ont été directement ensemencés sur gélose Mueller-Hinton, puis incubés à 37 °C 

pendant 24 h. 

Pour les essais réalisés avec les nanoparticules Cu–AG, un témoin de croissance a été 

soumis au même protocole et aux mêmes séries de dilutions à chaque intervalle de temps. En 

revanche, pour les essais avec les nanoparticules Cu–AT, le témoin de croissance a été réalisé 

uniquement au temps initial (T0) et ensemencé directement, sans dilution. 
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Un témoin négatif contenant uniquement du bouillon Mueller-Hinton stérile a 

également été inclus afin de vérifier l’absence de contamination. Tous les essais ont été 

réalisés en triplicata (Košćak et al., 2023). L’évolution de la viabilité bactérienne a été 

exprimée en UFC/mL afin d’évaluer l’activité bactéricide des nanoparticules. 

4. Activité antibiofilm 

4.1. Mise en évidence qualitative du biofilm (Rouge Congo Agar) 

La capacité de production de biofilm a été évaluée par la méthode sur gélose Rouge 

Congo Agar (RCA), permettant la détection phénotypique des souches productrices 

d’exopolysaccharides. Cette méthode repose sur l’interaction du colorant rouge Congo avec la 

matrice extracellulaire du biofilm, entraînant une coloration caractéristique des colonies. 

(Moreno, et al. 2023). 

Les colonies noires à aspect rugueux sont considérées comme biofilm-positives, tandis 

que les colonies rouges ou roses à aspect lisse correspondent à des souches non productrices 

de biofilm (Moreno, et al. 2023). 

 

Figure 7. Mise en évidence qualitative du biofilm. 
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4.2. Évaluation quantitative du biofilm (méthode au cristal violet) 

La capacité de formation de biofilm de souches testées a été évaluée par la méthode de 

microplaque à 96 puits avec coloration au cristal violet, selon le protocole décrit par (Saoudi 

et al., 2024). 

Une suspension bactérienne ajustée à 10⁶ U FC /m L a été préparée dans du bouillon 

TrypticSoyBroth (TSB) supplémenté en glucose. Dans chaque puits, 100 µL de suspension 

bactérienne ont été mélangés avec 100 µL de TSB-glucose. Le témoin positif contenait 100 

µL de TSB ensemencé avec 100 µL de suspension bactérienne, tandis que le témoin négatif 

était constitué de 200 µL de milieu stérile. 

Les microplaques ont été incubées à 37 °C pendant 48 h en conditions statiques afin de 

permettre la formation du biofilm. Après incubation, les puits ont été lavés deux fois avec 250 

µL de solution saline stérile (NaCl 0,9 %), puis séchés à 50 °C pendant 1 h. 

Le biofilm adhéré a ensuite été coloré avec 150 µL de cristal violet à 1 % pendant 15 

min, puis rincé à l’eau distillée stérile pour éliminer l’excès de colorant Enfin, 150 µL de 

méthanol à 99 % ont été ajoutés dans chaque puits et laissés en incubation pendant 15 min à 

température ambiante afin de solubiliser le cristal violet ayant pénétré et été retenu par les 

cellules. Tous les essais ont été réalisés en triplicat. La densité optique (DO) a été mesurée à 

630 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque. 

La valeur seuil (DOc) a été calculée selon la formule : 

DOc = moyenne de la DO du témoin négatif + 3 × (écarts-types (ET) du témoin négatif). 

Sur la base de cette valeur seuil, les souches ont été classées comme suit : 

 DO <DOc : souches non productrices de biofilm  

 DOc ≤ DO < 2 × DOc : souches faiblement formatrices de biofilm  

 2 × DOc ≤ DO < 4 × DOc : souches modérément formatrices de biofilm  

 DO ≥ 4 × DOc : souches fortement formatrices de biofilm(Stepanović et al. 2000) 

4.3. Test d’inhibition de la formation du biofilm 

L’activité inhibitrice des nanoparticules de cuivre associées à l’acide gallique et à 

l’acide tannique sur la formation du biofilm de Staphylococcus aureus a été évaluée par la 

méthode de microplaque à 96 puits avec coloration au cristal violet (Saoudi et al., 2024). 
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Une suspension bactérienne standardisée à 10⁶ U FC /m l a été préparée dans du bouillon 

TrypticSoyBroth (TSB) supplémenté en glucose. Dans les puits expérimentaux, 100 µL de 

suspension bactérienne ont été mélangés avec 100 µL de nanoparticules de cuivre aux 

différentes concentrations indiquées dans le tableau V. 

Le témoin positif était constitué de 100 µL de suspension bactérienne additionnée à 100 

µL de TSB-glucose stérile, tandis que le témoin négatif contenait uniquement 200 µL de TSB-

glucose stérile. Les concertations utilisées pour ce test sont prestées dans le tableau V. 

Tableau V. CMI et CMB des différents composés vis-à-vis de Staphylococcus aureus 

Les microplaques ont été incubées à 37 °C pendant 24 h en conditions statiques afin de 

permettre la formation du biofilm. Après incubation, le contenu des puits a été éliminé, puis 

les puits ont été lavés avec une solution saline stérile (NaCl 0,9 %) afin d’éliminer les cellules 

non adhérentes. Le biofilm restant a ensuite été coloré au cristal violet selon la méthode 

classique, puis la densité optique a été mesurée à 630 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque. 

  

Condition Concentration Cu-AG (mg/ml) ConcentrationCu-AT (mg/ml) 

CMI × 2 10 20 

CMI 5 10 

CMI / 2 2,5 5 
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1. Rendement des nanoparticules synthétisées 

La synthèse des deux systèmes nanoparticulaires a conduit à des rendements élevés, 

attestant l’efficacité de la voie de synthèse employée. Le rendement massique obtenu pour les 

nanoparticules Cu–acide gallique (Cu–AG) a été de 99,68 %, tandis que celui des 

nanoparticules Cu–acide tannique (Cu–AT) a atteint 87,5 %. Ces résultats témoignent d’une 

formation efficace des complexes cuivre–polyphénol et confirment l’intérêt des polyphénols 

comme agents réducteurs, complexant et stabilisants dans les procédés de synthèse verte 

(Iravani, 2011). 

Sur le plan mécanistique, la formation des nanoparticules repose sur plusieurs étapes 

successives. Dans un premier temps, les ions Cu²⁺ interagissent avec les groupem ents 

fonctionnels des polyphénols, en particulier les fonctions hydroxyles phénoliques et 

carboxyliques, conduisant à la formation de complexes de coordination Cu–O. Cette 

complexation facilite la proximité entre le métal et le ligand organique et prépare le système à 

la phase de réduction (Mittal et al., 2013). 

Après cette étape de complexation, les polyphénols interviennent comme agents 

réducteurs en assurant le transfert d’électrons vers les ions Cu²⁺. Les groupem ents 

hydroxyles sont oxydés en structures quinoniques, tandis que les ions cuivre sont réduits en 

cuivre métallique Cu⁰, déclenchant ainsi la nucléation des premières entités nanométriques 

(Iravani, 2011). 

Les atomes de cuivre formés s’agrègent ensuite en clusters stables constituant les 

noyaux de nucléation. Cette étape est fortement dépendante de la cinétique de réduction et de 

la disponibilité des espèces réduites dans le milieu réactionnel, paramètres eux-mêmes 

modulés par la nature des polyphénols présents (Narayanan etSakthivel, 2010). La 

croissance des nanoparticules s’effectue ensuite par addition progressive d’atomes de cuivre 

sur les noyaux formés. Cette phase est contrôlée par l’adsorption des molécules organiques à 

la surface métallique, limitant l’agrégation et favorisant une croissance régulée grâce à un 

effet de barrière stérique (Mittal et al., 2013). 

La stabilisation finale des nanoparticules est assurée par l’adsorption des polyphénols 

sur leur surface via des interactions électrostatiques, des liaisons de coordination et des 

liaisons hydrogène. Cette couche organique agit comme un agent de capping, assurant la 

stabilité colloïdale et empêchant l’agglomération des particules (Ahmed et al., 2016) 
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La différence de rendement observée entre Cu–AG et Cu–AT peut être attribuée à la 

nature structurale des polyphénols utilisés. L’acide gallique, de faible masse moléculaire, 

favorise une complexation rapide et une réduction efficace des ions cuivre, conduisant à une 

nucléation homogène et rapide (Kumar etYadav, 2009). À l’inverse, l’acide tannique, de 

structure polymérique et riche en unités phénoliques, présente une capacité de chélation 

multidentate plus importante, entraînant une stabilisation plus dense des nanoparticules et une 

limitation plus marquée de leur croissance (Narayanan et Sakthivel, 2010). Ainsi, la 

formation des nanoparticules de cuivre résulte d’un processus synergique combinant 

complexation, réduction redox, nucléation contrôlée, croissance progressive et stabilisation de 

surface, fortement influencé par la nature des polyphénols utilisés (Iravani, 2011 ; Mittal et 

al., 2013; Ahmed et al., 2016). 

2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale 

bactéricide CMI et CMB. 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent une activité antibactérienne fortement 

dépendante de la nature chimique des composés testés, de leur forme (libre ou complexée) 

ainsi que de la structure de la paroi bactérienne des souches étudiées. L’analyse conjointe des 

CMI et des CMB met en évidence deux profils d’action distincts allant d’un effet bactéricide 

direct à une activité principalement bactériostatique selon la nature du composé et son degré 

de complexation. Les valeurs sont présentées dans les tableaux VI et VIIet les microplaques 

correspondantes des tests antibactériens sont illustrées par les figures8 ,9, 10et 11. 
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Tableau VI. CMI et CMB des différents composés vis-à-vis de Staphylococcus aureus (—) 
absence 

Composé testé CMI (mg/mL)  CMB 
(mg/mL) Interprétation CMB/

CMI 

Acide gallique 8,5 8.5 Bactéricide 1 

CuSO₄ (cas de Cu–acide 
gallique) 

Absence 
d’activité  

— — — 

Nanoparticules Cu–acide 
gallique 

5 — Bactériostatique >4 

Acide tannique 1 1 Bactéricide 1 

CuSO₄ (cas de Cu–acide 
tannique) 

1,3 1.6 Bactéricide ≈1,3 

Nanoparticules Cu–acide 
tannique 

10 10 Bactéricide 1 

 

Tableau VII. CMI et CMB des différents composés vis-à-vis d’Escherichia coli(—) absence  

Composé testé CMI (mg/mL) CMB 
(mg/mL) 

Interprétation CMB/CMI 

Acide gallique 8,5 8 .5 Bactéricide 1 

CuSO₄ (cas de Cu–
acide gallique) 

Absence 
d’activité  

— — — 

Nanoparticules Cu–
acide gallique 

5 — Bactériostatique >4  

Acide tannique 
Absence 
d’activité  

— — — 

CuSO₄ (cas de Cu–
acide tannique) 

1,3 1 .3 Bactéricide 1 

Nanoparticules Cu–
acide tannique 

10 10 Bactéricide 1 
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Figure 8. Évaluation de l’activité antibactérienne sur microplaque de 96 puits contre Staphylococcus 
aureus. (A) acide gallique ;(B) nanoparticules Cu–acide gallique ;(C) sulfate de cuivre (CuSO₄).La 
zone encadrée représente la CMI. 

Figure 8. Évaluation de l’activité antibactérienne sur microplaque de 96 puits contre Staphylococcus 
aureus. (A) acide tannique ;(B) nanoparticules Cu–acide tannique ;(C) sulfate de cuivre (CuSO₄).La 
zone encadrée représente la CMI. 
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Figure 9. Évaluation de l’activité antibactérienne sur microplaque de 96 puits contre Escherichia 
coli.(A) acide tannique ; (B) nanoparticules Cu–acide tannique ;(C) sulfate de cuivre (CuSO₄).La 
zone encadrée représente la CMI. 

 

 

Figure 10. Évaluation de l’activité antibactérienne sur microplaque de 96 puits contre Escherichia 
coli.(A) acide gallique ;(B) nanoparticules Cu–acide gallique ;(C) sulfate de cuivre (CuSO₄).La 
zone encadrée représente la CMI. 
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Les résultats obtenus montrent que les composés testés présentent des niveaux d'activité 

antibactérienne variables, reflétant l'influence de leur structure chimique, de leur mécanisme 

d'action ainsi que de leur capacité à interagir avec les cellules bactériennes. L'évaluation des 

valeurs de CMI et de CMB met en évidence une différence marquée entre les polyphénols 

seuls, le sulfate de cuivre et les systèmes Cu–polyphénols, soulignant l'importance des 

interactions entre ces différents constituants. 

L'acide gallique a présenté une activité antibactérienne modérée, avec une CMI de 8,5 

mg/mL et un effet bactéricide (CMB/CMI = 1). Cette efficacité demeure inférieure à celle 

rapportée par (Borges et al.,2013), qui ont observé des CMI comprises entre 0,5 et 2 mg/mL 

contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Selon (Santos et al. 2020), l'activité 

antimicrobienne de l'acide gallique résulte principalement de sa capacité à perturber la 

membrane bactérienne, à générer des espèces réactives de l'oxygène (ROS) et à inhiber 

plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme cellulaire. Dans notre étude, la moindre 

efficacité observée pourrait être liée à une diffusion limitée du composé dans le milieu 

Mueller-Hinton, à des interactions avec les constituants du milieu de culture ou encore à une 

biodisponibilité réduite de la fraction active. 

L'acide tannique s'est révélé plus actif, avec une CMI de 1 mg/mL et un effet bactéricide 

(CMB/CMI = 1). Ces résultats sont en accord avec ceux de (Daglia2012), qui attribue la forte 

activité antimicrobienne des tanins à leur structure polyphénolique hautement ramifiée, 

capable d'établir de multiples interactions avec les membranes bactériennes, de précipiter les 

protéines membranaires, d'inhiber diverses enzymes essentielles et de complexer plusieurs 

ions métalliques indispensables au métabolisme bactérien. La présence d'un grand nombre de 

groupements hydroxyles confère ainsi à l'acide tannique une capacité d'interaction nettement 

supérieure à celle de l'acide gallique, expliquant son activité antibactérienne plus importante. 

Le sulfate de cuivre a également présenté une activité bactéricide, avec une CMI de 

1,3mg/mL (CMB/CMI = 1). Cette activité est cohérente avec les travaux de (Grass et 

al.,2011), qui ont montré que les ions Cu²⁺ exercent une toxicité bactérienne m ulti-cible en 

catalysant la formation de ROS, en provoquant la peroxydation des membranes lipidiques, 

l'oxydation des protéines contenant des groupements thiols ainsi que des dommages 

irréversibles à l'ADN. La présence directe d'ions Cu²⁺ libres dans le m ilieu favorise une 

interaction immédiate avec les cellules bactériennes, expliquant l'effet bactéricide observé. 
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L'association du cuivre avec les polyphénols modifie toutefois profondément cette 

activité. Les nanoparticules Cu–acide gallique présentent une CMI de 5 mg/mL, mais un effet 

essentiellement bactériostatique (CMB/CMI > 4). Cette observation suggère que la 

complexation entre le cuivre et l'acide gallique stabilise partiellement les ions Cu²⁺, limitant 

leur disponibilité immédiate. Selon (Li et al.,2021), l'efficacité des systèmes cuivre–

polyphénols dépend directement de l'équilibre entre la stabilité du complexe et la cinétique de 

libération des ions métalliques. Une libération trop lente réduit la génération de ROS et limite 

les dommages oxydatifs, permettant aux bactéries d'activer leurs mécanismes de défense et de 

survivre. Malgré cela, la CMI des nanoparticules Cu–acide gallique reste inférieure à celle de 

l'acide gallique seul, ce qui suggère qu'une synergie existe entre le cuivre et le polyphénol. En 

effet, l'acide gallique ne joue pas uniquement un rôle de stabilisant : il contribue également à 

fragiliser les membranes bactériennes, facilitant l'action des ions Cu²⁺, tandis que ces 

derniers renforcent le stress oxydatif induit par le polyphénol. Cette coopération améliore 

l'inhibition de la croissance bactérienne, même si elle demeure insuffisante pour provoquer 

une destruction complète des cellules. 

À l'inverse, les nanoparticules Cu–acide tannique présentent une activité bactéricide 

(CMB/CMI = 1), malgré une CMI relativement élevée (10 mg/mL). Cette activité suggère 

qu'une concentration seuil est nécessaire avant d'obtenir une libération suffisante des ions 

Cu²⁺. U ne fois cette concentratio n atteinte, la combinaison entre le cuivre et l'acide tannique 

induit un effet antibactérien nettement renforcé. L'acide tannique stabilise efficacement les 

nanoparticules grâce à ses nombreux groupements phénoliques, favorise leur dispersion et 

augmente leur surface de contact avec les bactéries. Cette organisation facilite une libération 

progressive mais efficace des ions Cu²⁺, lesquels génèrent un stress oxydatif intense 

responsable de dommages irréversibles aux membranes, aux protéines et à l'ADN. 

Parallèlement, l'acide tannique exerce sa propre activité antimicrobienne par interaction avec 

les protéines membranaires et les enzymes bactériennes. L'activité observée résulte ainsi d'une 

véritable synergie entre les ions Cu²⁺ et l'acide tannique, chaque  composant renforçant 

l'action de l'autre et conduisant à un effet bactéricide irréversible. 

La comparaison entre les deux systèmes nanoparticulaires met en évidence l’influence 

déterminante de la nature du polyphénol sur l’activité antibactérienne globale. Bien que les 

nanoparticules Cu–acide gallique présentent une CMI plus faible (5 mg/mL) que les 

nanoparticules Cu–acide tannique (10 mg/mL), leur effet reste principalement 
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bactériostatique, tandis que les Cu–acide tannique induisent une activité bactéricide 

(CMB/CMI = 1). Cette différence suggère que la structure du ligand polyphénolique et de son 

interaction avec les ions Cu²⁺, influençant la stabilité du com plexe et la libération des 

espèces actives. 

De manière générale, les polyphénols possèdent une activité antimicrobienne 

intrinsèque liée à leur capacité à perturber les membranes bactériennes, à complexer les 

protéines et à interférer avec les systèmes enzymatiques essentiels (Daglia, 2012). Par 

ailleurs, les ions cuivre exercent une forte toxicité bactérienne multi-cible, notamment via la 

génération d’espèces réactives de l’oxygène, l’endommagement des membranes lipidiques et 

l’altération des protéines contenant des groupements thiols (Grass et al., 2011). L’association 

des deux composants dans un même nanosystème permet donc une action synergique, 

combinant stress oxydatif induit par le cuivre et perturbation membranaire induite par les 

polyphénols. 

Selon (Nikaido 2003), la différence de sensibilité observée entre Staphylococcus aureus 

et Escherichia coli s’explique principalement par la structure de leur enveloppe cellulaire. La 

membrane externe des bactéries à Gram négatif, riche en lipopolysaccharides, constitue une 

barrière de perméabilité limitant la pénétration des composés antimicrobiens et des ions 

métalliques, tandis que les bactéries à Gram positif, dépourvues de cette membrane, sont 

généralement plus accessibles à ces agents. Cette différence structurale pourrait également 

expliquer les variations d’efficacité observées entre les deux formulations nanoparticulaires. 

En effet, la nature du polyphénol utilisé influence la stabilité du complexe Cu–polyphénol 

ainsi que la cinétique de libération des ions Cu²⁺, m odulant ainsi la biodisponibilité des 

espèces actives et, par conséquent, leur interaction avec les cellules bactériennes. Ces 

paramètres contribuent à expliquer les différences de performance antibactérienne observées 

entre les nanoparticules Cu–acide gallique et Cu–acide tannique. 

Les résultats des CMB confirment ces observations. L'acide gallique, l'acide tannique, le 

sulfate de cuivre ainsi que les nanoparticules Cu–acide tannique présentent un rapport 

CMB/CMI égal à 1, traduisant une activité bactéricide. En revanche, les nanoparticules Cu–

acide gallique présentent un rapport CMB/CMI supérieur à 4, confirmant leur effet 

essentiellement bactériostatique. Ces différences illustrent l'importance de la cinétique de 

libération des ions Cu²⁺ dans l'expression de l'activité antim icrobienne. 
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Dans l'ensemble, les résultats démontrent que l'efficacité des systèmes Cu–polyphénols 

ne résulte pas uniquement de l'action individuelle du cuivre ou des polyphénols, mais 

principalement de leur synergie. Les polyphénols assurent la réduction et la stabilisation des 

nanoparticules tout en exerçant une activité antimicrobienne propre, alors que les ions Cu²⁺ 

amplifient les dommages cellulaires par la production de ROS et les interactions avec les 

biomolécules bactériennes. L'équilibre entre la stabilité du complexe et la biodisponibilité des 

ions cuivre apparaît ainsi comme un facteur déterminant de l'efficacité antibactérienne. Dans 

notre étude, cette synergie est particulièrement marquée pour le système Cu–acide tannique, 

qui représente la formulation la plus prometteuse en raison de son activité bactéricide et de 

son potentiel comme alternative aux antibiotiques conventionnels. 

3. Le test deTime-Kill assay 

Les résultats du Time-killassay, réalisés à des concentrations correspondant aux CMI 

déterminées pour chaque système mettent en évidence une activité antibactérienne fortement 

dépendante de la nature du ligand polyphénolique, de la souche ainsi que du temps 

d’exposition. Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 12 et13 et le tableau VIII. 

Les figures 14, 15, 16 et 17 représentent le dénombrement des colonies bactériennes en 

fonction du temps d’exposition 

 

Figure 11.Courbe de croissance d’Escherichia coli en présence et absence des nanoparticules 
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Figure 12.Courbe de croissance de Staphylococcus aureus en présence et absence des 

nanoparticules Cu-AG. 

Tableau VIII. Résultat de croissance de Staphylococcus aureus et Escherichia coli vis-à-vis 
des nanoparticules Cu-acide tannique 

Temps (h) Staphylococcus aureus– UFC/mL Escherichia coli– UFC/mL 
T0 Supérieur à 300 Supérieur à 300 
T1 70 0 
T2 13 0 
T3 0 0 
T4 0 0 
T5 0 0 
T6 0 0 
T24 0 0 
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Figure 14.Résultat de Time kill des Nps Cu-acide gallique sur Escherichia coli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13. Résultat de Time kill des Nps Cu-acide gallique sur Staphylococcus aureus. 
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Figure 16 Résultat de Time kill des Nps Cu-acide tannique sur Staphylococcus aureus 

 

Figure 15Résultat de Time kill des Nps Cu-acide tannique sur Escherichia coli 
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Les résultats du test de Time-kill, réalisés aux concentrations minimales inhibitrices 

(CMI), mettent en évidence une activité antibactérienne fortement dépendante de la nature du 

ligand polyphénolique, de la souche bactérienne et du temps d’exposition. Les nanoparticules 

Cu–acide gallique (Cu–AG) et Cu–acide tannique (Cu–AT) reposent sur des mécanismes 

d’action communs impliquant la libération d’ions Cu²⁺, la génération d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et l’induction de dommages oxydatifs affectant les membranes, les protéines 

et l’ADN bactériens. Toutefois, leurs performances diffèrent considérablement en raison de 

leurs propriétés structurales et de la cinétique de libération des ions cuivre, fortement 

influencées par le ligand organique (Zhang et al., 2023). 

Les nanoparticules Cu–AG ont présenté une activité essentiellement bactériostatique. 

Chez Escherichia coli, une diminution initiale de la charge bactérienne a été observée au 

cours des premières heures d’incubation, traduisant une inhibition transitoire de la 

multiplication cellulaire. Cependant, après 24 heures, une reprise complète de la croissance a 

conduit à la formation d’un tapis bactérien, indiquant que les cellules survivantes ont retrouvé 

leur capacité de prolifération. En revanche, chez Staphylococcus aureus, la diminution 

progressive de la population bactérienne a été suivie d’une stabilisation de la croissance au 

cours de l’incubation, sans reprise massive ni élimination complète des bactéries. Ces 

observations confirment que les nanoparticules Cu–AG exercent principalement un effet 

inhibiteur de la multiplication bactérienne plutôt qu’un effet létal. 

Chez Escherichia coli, cette reprise de croissance peut être attribuée à l’activation de 

mécanismes d’adaptation au stress cuivreux. La membrane externe riche en 

lipopolysaccharides favorise initialement l’interaction avec les nanoparticules ainsi que la 

diffusion des ions Cu²⁺ via les porines. Toutefois, la libération progressive des ions cuivre 

par les nanoparticules Cu–AG génère un stress oxydatif modéré compatible avec la survie 

d’une fraction de la population bactérienne. Les cellules survivantes activent alors les 

systèmes d’homéostasie du cuivre, notamment les pompes d’efflux CopA et CusCFBA, ainsi 

que les enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase et la catalase. La réparation 

des protéines oxydées et des lésions de l’ADN permet ensuite la restauration de l’activité 

métabolique et explique la reprise de croissance observée après 24 heures (Dupont et al., 

2011 ; Lemire et al., 2013). 
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Chez Staphylococcus aureus, l’épaisse couche de peptidoglycane constitue une barrière 

limitant la diffusion des nanoparticules et des ions Cu²⁺. C ette structure réduit l’intensité du 

stress oxydatif induit par les nanoparticules Cu–AG et ralentit les interactions avec les 

constituants intracellulaires (Ramos-Zúñiga et al., 2023). Bien que les bactéries ne soient pas 

totalement éliminées, les dommages cellulaires persistent suffisamment pour maintenir une 

inhibition durable de la prolifération. Cette stabilisation de la croissance traduit un équilibre 

entre les dommages induits par les nanoparticules et les mécanismes de réparation bactériens, 

caractéristique d’un effet bactériostatique. 

À l’inverse, les nanoparticules Cu–AT ont présenté une activité bactéricide rapide et 

irréversible contre les deux souches. Aucune reprise de croissance n’a été observée pendant 

toute la durée de l’expérience, indiquant une destruction définitive de la population 

bactérienne. Cette efficacité supérieure peut être attribuée à la structure moléculaire de l’acide 

tannique, qui possède un nombre beaucoup plus élevé de groupements phénoliques que 

l’acide gallique. Ces nombreux groupements hydroxyles assurent une chélation plus 

importante des ions Cu²⁺, am éliorent la sta bilité colloïdale des nanoparticules, limitent leur 

agrégation et favorisent une dispersion homogène ainsi qu’un contact plus étroit avec les 

cellules bactériennes (Liu et al., 2024). Cette organisation favorise une libération locale plus 

importante des ions cuivre et une production accrue de ROS au voisinage immédiat de la 

membrane bactérienne. 

Le stress oxydatif généré dépasse rapidement les capacités de défense des bactéries. Les 

ions Cu²⁺ interagissent avec les groupem ents thiols des enzym es essentielles, perturbent la 

chaîne respiratoire, augmentent la perméabilité membranaire et provoquent la fuite du 

contenu cytoplasmique. Parallèlement, la production massive de ROS entraîne une 

peroxydation des lipides membranaires, une oxydation irréversible des protéines et des lésions 

sévères de l’ADN incompatibles avec la survie cellulaire (Zhang et al., 2023 ; Lemire et al., 

2013). Chez Escherichia coli, les systèmes CopA et CusCFBA deviennent rapidement saturés, 

tandis que chez Staphylococcus aureus, les défenses antioxydantes ne suffisent plus à 

neutraliser les ROS, conduisant à une mort cellulaire irréversible (Ramos-Zúñiga et al., 

2023). 



Partie expérimentale                                                          Résultats et discussion 

49 

 

Ces résultats mettent également en évidence l’intérêt de l’association entre le cuivre et 

les polyphénols. Utilisés seuls, les ions Cu²⁺ possèdent une activité antim icrobienne 

reconnue, mais leur efficacité est limitée par leur diffusion rapide, leur précipitation dans le 

milieu et l’activation des systèmes bactériens de détoxification. De leur côté, l’acide gallique 

et l’acide tannique présentent une activité antibactérienne modérée reposant principalement 

sur la perturbation de la membrane, la chélation des métaux essentiels et l’inhibition de 

certaines enzymes bactériennes. En revanche, leur combinaison sous forme de nanoparticules 

permet d’associer les propriétés antimicrobiennes intrinsèques du cuivre aux capacités 

réductrices, complexantes et stabilisatrices des polyphénols. Cette synergie améliore la 

stabilité des nanoparticules, contrôle la libération des ions Cu²⁺, augm ente les interactions 

avec la surface bactérienne et amplifie la production locale de ROS, ce qui conduit à une 

activité antibactérienne supérieure à celle des deux composants utilisés séparément. 

Dans l’ensemble, ces résultats montrent que la nature du polyphénol joue un rôle 

déterminant dans l’activité biologique des nanoparticules de cuivre. Alors que les 

nanoparticules Cu–AG induisent un stress oxydatif modéré permettant l’adaptation des 

bactéries et expliquant la reprise de croissance observée chez Escherichia coli ainsi que la 

stabilisation de la croissance chez Staphylococcus aureus, les nanoparticules Cu–AT génèrent 

un stress oxydatif beaucoup plus intense qui dépasse immédiatement les capacités 

d’adaptation bactériennes, conduisant à une activité bactéricide rapide, complète et 

irréversible. Cette différence souligne l'importance du choix du ligand polyphénolique dans la 

conception de nanoformulations antimicrobiennes performantes. 
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4. Activité anti-biofilms  

4.1. Test de formation de biofilms  

4.1.1. Méthode qualitative 

Le test sur gélose Rouge Congo a montré que Staphylococcus aureus produit un biofilm 

important, caractérisé par des colonies noires sèches et cristallines, tandis qu’Escherichia coli 

présente une faible production de biofilm avec des colonies pâles et blanchâtres. Ces résultats 

confirment une forte capacitébiofilmogène chez Staphylococcus aureus et une adhésion 

limitée chez Escherichia coli dans les conditions étudiées Figure 18. 

Figure 17. (A) aspect de staphylococcus aureuscultive sur gélose rouge Congo 

(B) aspect de Escherichia coli cultive sur gélose rouge Congo 

 

Le principe du test au Rouge Congo repose sur l’interaction entre le colorant Rouge 

Congo et les polysaccharides extracellulaires produits par les bactéries formant un biofilm. 

Les souches productrices de biofilm synthétisent une matrice riche en exopolysaccharides 

capables de fixer le colorant, ce qui entraîne l’apparition de colonies noires ou noirâtres. À 

l’inverse, les bactéries non productrices de biofilm ne retiennent pas efficacement le colorant 

et donnent des colonies rouges, rosées ou blanchâtres (Freeman et al., 1989). 

Chez Staphylococcus aureus, la forte coloration noire observée peut être expliquée par 

une importante production de polysaccharides d’adhésion intercellulaire (PIA), favorisant 

l’accumulation bactérienne et la formation d’un biofilm mature. Cette matrice protège les 
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cellules bactériennes contre les antibiotiques et les défenses immunitaires, augmentant ainsi 

leur résistance et leur persistance dans les infections chroniques (Costerton et al., 1999). 

En revanche, Escherichia colia montré une coloration pâle blanchâtre, suggérant une 

faible synthèse d’exopolysaccharides dans les conditions expérimentales utilisées. Cette 

différence peut être liée aux caractéristiques structurales et génétiques propres aux bactéries 

Gram négatives ainsi qu’aux conditions de culture influençant l’expression des gènes 

impliqués dans la formation du biofilm (Stepanović et al., 2007). 

4.1.2. Méthode quantitative 

La capacité de formation du biofilm des souches bactériennes a été évaluée par la 

méthode de microplaque à 96 puits avec coloration au cristal violet. La densité optique 

critique (DOc),  

Les résultats obtenus montrent que Staphylococcus aureus présente une densité optique 

moyenne de 1,821 ± 0,111, largement supérieure à 4×DOc, indiquant une forte capacité de 

formation du biofilm. En revanche, Escherichia coli a enregistré une DO moyenne de 0,088 ± 

0,002, inférieure à la valeur seuil, traduisant une absence ou une très faible production de 

biofilm.Ces résultats sont présentés dans le tableau IX,et la figure 19.  

Tableau IX . Capacité de formation du biofilm de Staphylococcus aureus et Escherichia coli 

évaluée par la méthode au cristal violet. 

 

Souche bactérienne DO moyenne Ecart-type  Capacité de formation 
du biofilm 

Staphylococcus aureus 1,82166667 0,11132984 Forte productrice de 
biofilm 

Escherichia coli 0,088 0,002 Non productrice de 
biofilm 
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Figure 18. Résultats du test de formation de biofilm. 

Les résultats obtenus avec Staphylococcus aureus sont cohérents avec plusieurs études 

rapportant sa forte capacité biofilmogène. (Ball et al.,2022), en utilisant le test au cristal 

violet en microplaque, ont montré que différentes souches de Staphylococcus aureus 

produisent des biofilms d’intensité variable, certaines présentant une biomasse élevée 

comparable à celle observée dans notre étude. De même, (Xu et al.,2016), à l’aide des tests 

Crystal Violet Assay et XTT assay, ont confirmé que certaines souches présentent une forte 

capacité d’adhésion et de maturation du biofilm. Bien que ces travaux concernent 

principalement des isolats cliniques, leurs résultats restent comparables à ceux obtenus avec la 

souche utilisée dans cette étude (Xu et al., 2016 ; Ball et al., 2022). 

Concernant Escherichia coli, nos résultats concordent avec ceux de (Crémet et 

al.,2013), qui ont montré une forte variabilité de la capacité de formation du biofilm selon les 

souches et les conditions expérimentales. Dans leur étude utilisant également le cristal violet, 

plusieurs isolats ont présenté une faible production de biofilm, similaire à celle observée ici. 

Les auteurs soulignent que cette variabilité dépend des facteurs génétiques et des conditions 

de culture, ce qui explique la faible adhésion observée dans notre travail. 

La forte densité optique obtenue avec Staphylococcus aureus reflète une importante 

biomasse adhérente, incluant les cellules bactériennes et la matrice extracellulaire. Selon (Ball 

et al.,2022), cette matrice est constituée de polysaccharides, protéines et ADN extracellulaire, 

jouant un rôle clé dans la stabilité du biofilm et la persistance des infections associées aux 

dispositifs médicaux (Stepanović et al., 2007). 
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À l’inverse, la faible densité optique observée chez Escherichia coli suggère une 

adhésion limitée et une production réduite de matrice extracellulaire dans les conditions 

utilisées. (Crémet et al., 2013) ont montré que cette capacité dépend notamment de 

l’expression de gènes impliqués dans l’adhésion et la synthèse de la matrice, tels que les 

fimbriaecurli et le système pga. 

Les différences observées entre les deux espèces s’expliquent par leurs mécanismes 

distincts de formation du biofilm. Chez Staphylococcus aureus, des gènes tels que agrA, sarA, 

clfA et fnbA favorisent l’attachement et la structuration d’un biofilm dense (Ball et al., 2022). 

Chez Escherichia coli, la formation du biofilm dépend plutôt du profil génétique de la souche 

et de gènes comme csgA et pgaA, ainsi que de facteurs environnementaux tels que la 

composition du milieu et l’oxygénation (Crémet et al., 2013). 

Ainsi, les résultats confirment une forte capacité biofilmogène chez Staphylococcus 

aureus et une faible production chez Escherichia coli dans nos conditions expérimentales. Ils 

sont en accord avec les travaux de (Crémet et al. 2013 ; Xu et al. 2016 ; Ball et al. 2022), 

confirmentainsi l’intérêt du test au cristal violet comme méthode fiable pour l’évaluation de la 

formation du biofilm in vitro. 

4.2. Test d’inhibition de formation de biofilm 

Afin d’évaluer l’activité antibiofilm des nanoparticules Cu–AT et Cu–AG, le 

pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm de Staphylococcus aureus a été déterminé 

aux différentes concentrations testées (CMI/2, CMI et CMI×2). Les résultats correspondants 

sont présentés respectivement dans les figures 20,21, 22 et 23  
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Figure 19.Pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm de Staphylococcus aureus par 
les Nps Cu–AT 

Figure 20.Pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm de Staphylococcus aureus par 

les Nps Cu–AG. 
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Figure 22.Résultats d’inhibition de formation de biofilms par les Nps Cu-AG. 

 

 

Cette étude met en évidence l’activité antibiofilm des nanoparticules Cu–acide 

gallique et Cu–acide tannique vis-à-vis de Staphylococcus aureus, un aspect encore peu 

documenté dans la littérature actuelle concernant ce type de nanostructures. 

Les nanoparticules Cu–AG ont présenté une très forte activité inhibitrice de la formation 

du biofilm de Staphylococcus aureus à toutes les concentrations testées. Les valeurs obtenues 

aux concentrations CMI (5 mg/mL) et CMI×2 (10 mg/mL) sont quasi maximales (99,95 %), 

tandis que la CMI/2 (2,5 mg/mL) reste également très élevée (98,72 %), traduisant une 

efficacité antibiofilm importante même à faible dose. 

Figure 21.Résultats d’inhibition de formation de biofilms par les NpsCu-AT 



Partie expérimentale                                                          Résultats et discussion 

56 

 

De l’autre côté, les nanoparticules Cu–AT ont montré une inhibition également élevée, 

supérieure à 95 % pour l’ensemble des concentrations. Les valeurs varient légèrement entre 

CMI/2 (96,46 %), CMI (95,47 %) et CMI×2 (95,38 %), indiquant une activité globalement 

stable et peu dépendante de la concentration. 

La méthode utilisée (microplaque 96 puits avec coloration au cristal violet après 48 h) 

est largement reconnue pour la quantification de la biomasse du biofilm (Borges et al., 2012 ; 

Liu et al., 2017 ; Dong et al., 2018). Les résultats obtenus confirment une activité 

antibiofilmsignificative des deux nanoformulations contre Staphylococcus aureus, y compris 

à des concentrations sub-inhibitrices. 

L’effet particulièrement élevé des nanoparticules Cu–AG peut être attribué aux 

propriétés de l’acide gallique, connu pour interférer avec les mécanismes moléculaires de 

formation du biofilm. (Liu et al.2017) ont montré qu’il inhibe le biofilm de Staphylococcus 

aureus via la régulation de l’opéron ica, en diminuant l’expression des gènes icaA et icaD 

impliqués dans la synthèse du PIA, tout en augmentant celle du régulateur icaR. Ces auteurs 

ont également observé une désorganisation structurale du biofilm par microscopie 

électronique. 

De même, (Borges et al. 2012) ont rapporté que l’acide gallique agit sur l’adhésion 

bactérienne, le métabolisme cellulaire et les premières étapes de colonisation, en perturbant 

plusieurs fonctions essentielles à la formation du biofilm. 

L’inhibition quasi totale observée avec Cu–AG suggère un effet synergique entre 

l’acide gallique et le cuivre, améliorant la diffusion dans la matrice biofilm et le contact avec 

les cellules bactériennes. 

Concernant Cu–AT, les résultats concordent avec ceux de (Dong et al. 2018), qui ont 

montré que l’acide tannique inhibe fortement le biofilm de Staphylococcus aureus même à 

faibles concentrations, avec altération de la paroi bactérienne observée par microscopie 

électronique. (Miao et al. 2024) ont également mis en évidence, par analyses protéomiques, 

des perturbations des voies métaboliques impliquées dans la formation et la stabilité du 

biofilm. 
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La différence d’activité entre Cu–AG et Cu–AT pourrait s’expliquer par la structure 

moléculaire des polyphénols. L’acide gallique, plus simple et de plus faible masse 

moléculaire, diffuse plus facilement dans la matrice biofilm et agit spécifiquement sur 

l’opéron ica, ce qui pourrait expliquer son efficacité quasi totale. À l’inverse, la structure plus 

complexe de l’acide tannique pourrait limiter partiellement sa diffusion malgré une forte 

activité globale. 

(Badra et al.2022) ont également confirmé l’activité antibiofilm de l’acide gallique 

contre Staphylococcus aureus, en mettant en évidence une inhibition des mécanismes 

d’adhésion bactérienne. Enfin, (Elkhalifa et al. 2024) ont souligné que les nanoformulations 

à base de polyphénols améliorent la stabilité, la biodisponibilité et la pénétration dans les 

biofilms, ce qui renforce l’efficacité observée dans cette étude. 

Ainsi, les résultats confirment que les polyphénols, en particulier l’acide gallique et 

l’acide tannique, associés au cuivre, constituent des agents antibiofilm prometteurs contre 

Staphylococcus aureus. Les nanoparticules Cu–AG apparaissent comme les plus 

performantes, suggérant un rôle majeur de l’acide gallique dans l’inhibition des mécanismes 

moléculaires de formation du biofilm.
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Conclusion 

L’antibiorésistance constitue aujourd’hui l’un des principaux défis de santé publique, 

rendant indispensable le développement de nouvelles stratégies antimicrobiennes capables de 

compléter ou de remplacer les antibiotiques conventionnels. Dans ce contexte, la présente 

étude s’est intéressée à la synthèse verte de nanoparticules de cuivre fonctionnalisées par deux 

polyphénols naturels, l’acide gallique et l’acide tannique, ainsi qu’à l’évaluation de leurs 

activités antibactérienne et antibiofilm contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 et 

Escherichia coli ATCC 25922. 

La synthèse des nanoparticules a été réalisée avec succès selon une approche 

respectueuse de l’environnement, conduisant à des rendements élevés de 99,6 % pour les 

nanoparticules Cu–AG et de 87,5 % pour les nanoparticules Cu–AT. Ces résultats confirment 

l’intérêt des polyphénols comme agents réducteurs et stabilisants efficaces dans les procédés 

de synthèse verte. 

L’évaluation de l’activité antibactérienne a mis en évidence une nette amélioration de 

l’efficacité des systèmes cuivre–polyphénols par rapport aux composés utilisés 

individuellement, démontrant l’existence d’un effet synergique entre les ions cuivre et les 

polyphénols. Les nanoparticules Cu–AG ont présenté les plus faibles valeurs de CMI (5 

mg/mL), traduisant une excellente capacité à inhiber la croissance bactérienne. En revanche, 

les nanoparticules Cu–AT, malgré une CMI plus élevée (10 mg/mL), ont montré un rapport 

CMB/CMI égal à 1, confirmant une activité bactéricide. Les essais de Time-Kill ont renforcé 

ces observations : les nanoparticules Cu–AG ont induit une inhibition transitoire de la 

croissance bactérienne suivie d’une reprise de la prolifération, traduisant un effet 

essentiellement bactériostatique, tandis que les nanoparticules Cu–AT ont provoqué une 

élimination complète et irréversible des deux souches bactériennes, sans reprise de croissance 

durant toute la durée de l’essai. 

Les essais antibiofilm ont également confirmé le potentiel remarquable des deux 

nanoformulations contre Staphylococcus aureus. Les nanoparticules Cu–AG ont présenté les 

meilleurs pourcentages d’inhibition de la formation du biofilm, atteignant près de 100 % aux 

concentrations CMI et CMI×2, tout en conservant une activité très élevée à la concentration 

CMI/2. Les nanoparticules Cu–AT ont également montré une inhibition supérieure à 95 % 
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quelle que soit la concentration testée, confirmant leur forte efficacité contre les biofilms 

bactériens. 

Ainsi, cette étude met clairement en évidence que l’association cuivre–polyphénols 

constitue une stratégie particulièrement prometteuse pour développer de nouveaux agents 

antimicrobiens capables d’agir simultanément sur la croissance bactérienne et sur la formation 

des biofilms. Les nanoparticules Cu–AG apparaissent comme les plus performantes pour 

prévenir le développement des biofilms, tandis que les nanoparticules Cu–AT représentent les 

meilleurs candidats lorsqu’un effet bactéricide est recherché. Ces résultats ouvrent des 

perspectives intéressantes pour le développement de nouvelles formulations antimicrobiennes 

destinées à limiter les infections associées aux bactéries résistantes. En conclusion, les 

nanoparticules Cu–acide gallique et Cu–acide tannique synthétisées par voie verte constituent 

des nanoformulations prometteuses dans la lutte contre les infections bactériennes et 

l'antibiorésistance. Les résultats obtenus fournissent une base scientifique solide pour la 

poursuite de recherches visant leur valorisation dans des applications biomédicales futures. 

Perspectives  

Au regard des résultats obtenus, plusieurs perspectives peuvent être envisagées afin 

d'approfondir cette étude : 

• Réaliser une caractérisation physicochimique complète des nanoparticules (TEM, 

SEM, DLS, potentiel zêta, FTIR, XRD et XPS) afin d'établir des corrélations entre leurs 

propriétés structurales et leurs activités biologiques. 

• Étudier la cytotoxicité et la biocompatibilité des nanoparticules sur des lignées 

cellulaires eucaryotes, puis confirmer leur innocuité par des essais in vivo. 

• Évaluer leur activité sur des souches cliniques multirésistantes, notamment les SARM, 

les BLSE et d'autres bactéries prioritaires. 

• Étudier leur efficacité sur des biofilms matures ainsi que leur capacité à détruire des 

biofilms déjà établis. 

• Explorer les mécanismes moléculaires impliqués dans leur activité antibactérienne et 

antibiofilm, notamment la production d'espèces réactives de l'oxygène, l'altération 

membranaire, la libération des ions Cu²⁺ et l'expression des gènes im pliqués dans la 

formation du biofilm. 
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• Évaluer l'association des nanoparticules avec des antibiotiques conventionnels afin de 

rechercher un éventuel effet synergique permettant de réduire les doses thérapeutiques. 

• Développer des formulations innovantes (revêtements antimicrobiens, pansements, 

hydrogels ou films biomatériaux) destinées à prévenir les infections bactériennes et la 

formation des biofilms sur les dispositifs médicaux. 
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Milieux de cultures 

1. Mueller-Hinton Broth (MH bouillon) 

Le Mueller-Hinton Broth est un milieu nutritif liquide largement utilisé pour la culture 

bactérienne et les tests d’activité antibactérienne. Il favorise une bonne croissance des 

bactéries non exigeantes telles que Staphylococcus aureus et Escherichia coli. 

• Composition générale (pour 1 L) 

Extrait de bœuf : 2 g  

Hydrolysat acide de caséine : 17.5 g  

Amidon : 1.5 g  

Eau distillée :  1000 mL 

2. Gélose Rouge Congo (Congo Red Agar) 

La gélose Rouge Congo est utilisée pour l’évaluation qualitative de la production de 

biofilm chez les bactéries. Les souches productrices de biofilm forment généralement des 

colonies noires ou foncées, tandis que les souches non productrices présentent des colonies 

rouges ou rosées. 

• Composition générale (pour 1 L) 

Brain Heart Infusion agar : 37 g  

Saccharose : 50 g  

Rouge Congo : 0.8 g  

Eau distillée :  1000 Ml 
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3. TrypticSoyBroth (TSB) 

Le TrypticSoyBroth est un milieu liquide riche utilisé pour la croissance bactérienne et 

la formation de biofilm. 

• Composition générale (pour 1 L) 

Digest pancréatique de caséine : 17 g  

Digest papaïque de farine de soja : 3 g  

Chlorure de sodium : 5 g  

Phosphate dipotassique : 2.5 g  

Glucose : 2.5 g  

Eau distillée :  1000 mL 

4. Eau physiologique 

L’eau physiologique (solution saline stérile) est utilisée pour la dilution bactérienne et la 

préparation des suspensions microbiennes. 

• Composition 

Chlorure de sodium (NaCl) : 9 g  

Eau distillée :  1000 mL
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