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Résumé

Ces derniéres années, les métallomédicaments sont apparus comme des composés
captivants et prometteurs dans les domaines du traitement du cancer et des agents
antimicrobiens. Parmi ceux-ci, on retrouve les complexes de cuivre (Il) porteurs de base de
Schiff.

Ce travail s'inscrit dans le cadre de 1’évaluation de I’activité biologique et pharmacologique
d’un ligand bis (4-pyridinecarboxaldehyde) éthylenediimine et de son complexe de cuivre (11).
Plusieurs tests ont été réalisés afin de comparer I'efficacité du ligand seul et de son complexe

métallique de Cu?*.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne, effectuée selon la méthode de diffusion en
puits, a révélé une absence d'effet sur Enterococcus faecalis pour les deux composés, quelle
que soit la concentration testée. Et, un effet antimicrobien notable a été observé a partir de
5 mg/ml contre plusieurs bactéries, notamment Escherichia coli, Staphylococcus aureus et
Aspergillus Niger, avec une efficacité supérieure par rapport au complexe. La détermination de
la concentration minimale inhibitrice (CMI) a confirmé une meilleure performance
antimicrobienne du complexe Cu (II) par rapport au ligand. L'activité antibiofilm a prouvé
que le complexe est plus efficace que le ligand pour détruire le biofilm des bactéries. Par
ailleurs, P’activité anti-inflammatoire a montré un pourcentage d’inhibition de 47,37 % pour
le ligand et de 77,03 % pour le complexe. lls ont donné des résultats supérieurs a ceux obtenus
par ’indométacine, utilisé comme référence. Enfin, ’activité antioxydante a été évaluée par
la méthode de DPPH. Le complexe présente une valeur d'ICso de 335,78 pg/ml, tandis que celle
du ligand s'éleve a 608,9754 pg/ml. En revanche, la vitamine C se révele plus efficace, avec
une valeur d'l1Cso de 35 pg/ml.

Ces résultats suggeérent que la complexation avec Cu (I1) améliore significativement les
propriétés biologiques du ligand, en particulier ses effets antimicrobiens, antibiofilm, anti-

inflammatoires et antioxydants.

Mots clés : Complexe de cuivre (I1), ligand base de Schiff, Activité antimicrobienne,

Biofilm, Activité anti-inflammatoire, Activité antioxydante



Abstract

In recent years, metallomedicines have emerged as exciting and promising compounds in
the fields of cancer treatment and antimicrobial agents. Among these are Schiff basis carrier

copper (I1) complexes.

This work is part of the evaluation of the biological and pharmacological activity of
a bis(4-pyridinecarboxaldehyde) ethylenediimine ligand and its copper (1) complex. Several
tests were carried out to compare the effectiveness of the ligand alone and its Cu?>" metal

complex.

The evaluation of antimicrobial activity, carried out according to the well diffusion
method, revealed no effect on Enterococcus faecalis for both compounds, regardless of the
concentration tested. And, a notable antimicrobial effect was observed from 5 mg/ml against
several bacteria, including Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Aspergillus Niger, with
superior efficacy compared to the complex. Determination of the minimum inhibitory
concentration (mic) confirmed better antimicrobial performance of the Cu (1I) complex
compared to the ligand. The antibiofilm activity proved that the complex is more effective
than the ligand in destroying the biofilm of bacteria. In addition, the anti-inflammatory
activity showed a percentage inhibition of 47.37% for the ligand and 77.03% for the complex.
They gave results superior to those obtained by indomethacin, used as a reference. Finally, the
antioxidant activity was evaluated by the DPPH method. The complex has an ICso value of
335.78 pg/ml, while the ligand has an 1Csg value of 608.9754 pg/ml. On the other hand, vitamin
C is more effective, with an 1Cso value of 35 pg/ml.

These results suggest that complexation with Cu (1) significantly improves the biological
properties of the ligand, in particular its antimicrobial, antibiofilm, anti-inflammatory and

antioxidant effects.

Keywords: Copper (I1) complex, Schiff base ligand, Antimicrobial activity, Biofilm, Anti-

inflammatory activity, Antioxidant activity
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DPPH
E-faecalis
E-coli

1Cso
K-pneumoniae
MH

PBS
P-aeruginosa

S-aureus

Liste des abréviations

Aspergillus niger

American Type Culture Collection
Bouillon BHI

Concentration minimale inhibitrice
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (C18H12N506).
Enterococcus faecalis

Escherichia coli.

Concentration inhibitrice médiane.
Klebsiella pneumoniae

Mueller Hinton

Tampon phosphate salin
Pseudomanas aeruginosa

Staphylococcus aureus.
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Introduction générale

Des millions de personnes dans le monde ont des problémes de santé, comme le cancer, le
diabéte, des infections et le stress oxydatif. (Yusuf et al., 2023). Le progrés des nouvelles
techniques de synthese et la recherche de nouvelles molécules ayant une activité thérapeutique
potentielle constituent une préoccupation constante et majeure pour les chercheurs. (Wang et
al., 2025)

De nombreux groupes de chercheurs s’intéressent particuliérement a la synthése et a
I'évaluation biologique des bases de Schiff et leurs complexes métalliques considérés comme
des molécules prometteuses pour développer de nouveaux medicaments. En raison de leur
grande capacité a former des complexes stables avec les métaux de transition. Ils ont démontré
une vaste gamme d'activités biologiques, notamment des propriétés antibactériennes,
antifongiques, antivirales, anti-inflammatoires, antituberculeux, analgésiques et antioxydantes.
(Turan et Buldurun., 2018)

Les bases de Schiff sont largement exploitées en raison de leurs propriétés
intéressantes : elles agissent notamment comme agents antituberculeux et jouent un role
important dans la liaison et le clivage de I'ADN gréace a la présence d'un groupe azométhine
chélateur. (Emam et al., 2019)

Le complexe de cuivre (1) est considéré comme candidat promoteur dans le métabolisme
bactérien, il peut affecter I’activité enzymatiques des bactéries comme 1’uréase qui joue un role
crucial a la croissance bactérienne et entre dans la synthése de la paroi cellulaire ce qui peut

améliorer la bioactivité de cette molécule. (Hoque et al., 2025)

L'objectif de cette étude est d'évaluer les propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et
anti-inflammatoires du complexe de cuivre (II) de type base de Schiff dérivant de la 4-
pyridinecarboxaldehyde et de I'éthylénediamine. L'effet du complexe sera mis en comparaison
avec celui de son ligand libre, ainsi qu'avec divers antibiotiques, anti-inflammatoires et

antioxydants de référence, dans le but d'évaluer son potentiel en tant qu'agent thérapeutique.

Notre travail est présenté comme la suite :

+ Le premier chapitre présente une synthése bibliographique concernant les bases de
Schiff ainsi que leurs applications dans divers domaines, en particulier dans le domaine

biologique.
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+ Dans le second chapitre, nous présentons le matériel et les techniques employés pour
évaluer certaines activités biologiques telles que I'activité antibactérienne,
antifongique, antibiofilm, I'activité antiinflammatoire et I'activité antioxydante du
ligand bis (4-pyridinecarboxaldehyde) éthylénediimine et de son complexe de cuivre
(.

+ Le troisieme chapitre se concentre sur les résultats ainsi que sur leur interprétation, dans

le but d'approfondir la compréhension de I'effet de cette molécule.



Chapitre |
Rappels




Chapitre | Rappels bibliographiques
I. Rappels bibliographiques

I.1. Généralités

I.1.1. Complexes organométalliques
Un complexe de coordination ou organométallique peut étre défini comme une entité
composée d’un ou plusieurs atomes métalliques constituant un cceur entouré d’un certain
nombre de molécules ou d’ions appelés ligands. Cette entité peut étre ¢lectriquement neutre
ou chargée positivement ou négativement ; donc un ion métallique accepte une ou plusieurs
paires d’électrons par les sites donneurs libres pour former une liaison de coordination.

(Lukehart.,1985)

I.1.2. Ligands

Un ligand dit aussi coordinat est toute molécule, atome ou ion qui entourent I’atome
central, c’est un composé nucléophile chargé soit négativement soit il est neutre avec un
doublet d’¢lectron libre, il se lie facilement aux ions métalliques qui ont une faible densité
électronique comme les ions des métaux de transition. Certains ligands peuvent former
plusieurs liaisons avec le cation central. On dit qu’ils sont multidentates, I’inverse de
monodentate. Les ligands peuvent étre des ions constitués d’un seul atome comme les ions
halogénures (CI', Br et I"), des molécules neutres comme 1’eau (H20) ou bien des molécules
organiques comme 1’éthylenediamine ou inorganiques comme 1’acétate (CH3COQO") et I’ion

phosphate (PO43). (Sidney et Kettle.,1999).

1.1.3. Cuivre

Le cuivre est un €lément chimique de symbole Cu et de numéro atomique 29, il

appartient au groupe (IB) de la classification périodique des éléments de couleur rougeatre.

Le cuivre est un métal de transition considéré comme un oligo-élément essentiel a la
vie pour tous les organismes vivants avec une capacité unique d’adopter deux états
d’oxydoréduction différents dans 1’oxydé (Cu?*) et réduit (Cu™). Il joue un réle crucial pour
la survie et en tant que cofacteur catalytique important dans I’oxydoréduction chimie pour
les protéines qui effectuent des fonctions biologiques, importantes a la croissance et le

développement. (Hordyjewska et al., 2014)
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1.2. Bases de Schiff
L.2.1. Historique

Les ligands de base de Schiff et leurs complexes de métaux de transition
représentent une grande classe de chélates dans la chimie de la coordination moderne
(Leelavathy et Arul Antony., 2013). Pres d'un siécle et demi plus tard, ces liaisons restent
locales, participant dans divers domaines de recherche et d'exploitation. (Bargotya et
Mathur.,2017) (Pervaiz et al., 2019) au fond, des efforts importants et des diverses
méthodes organiques ont été présentés pour developper et améliorer des méthodes de

synthese pour ces composes. (Khurram Shahzad Munawar et al., 2018)

1.2.2. Définition des bases de Schiff
Selon Hugo 1864 ; une base de Schiff est le résultat de la condensation d'une amine
primaire avec une cétone ou un aldéhyde, qui contient une liaison C=N liée a un groupe aryle
ou alkyle. De maniere générale, les Schiff présentent la formule RiR.C=NR3, ou R

représente une chaine organique.

On définit parfois ces composés comme des aldiminés secondaires (azométhines ou

écarbonen), et leur formule générale est donc de RCH=NR".

Des bases de Schiff (une imine) sont formées lorsqu'une chaine carbonée est sur I'atome
d'azote. Les aniles, ou Rz représente généralement un phényle ou un phényle substitué, sont

des dérives de I'aniline appelés bases de Schiff. (Mokhnache et al., 2020)

R4
N

|
R/N

3

Figure 1 : Structure générale d’une base de Schiff.

Les bases de Schiff symétriques sont obtenues a partir de la réaction entre des composés
carbonylés (comme des aldéhydes ou des cétones) et des diamines, dans un rapport molaire

de 1 : 2. Cette réaction se fait généralement en présence d’un alcool.
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Spécifiquement, les amines et diamines primaires se condensent avec un composé

carbonyle actif dans un solvant méthanol pour générer des composes a base de Schiff avec

des groupes imines (- RC=N -). (Devidas et al., 2011).

I.2.3. Mécanisme réactionnel de synthése des bases de Schiff

Les études indiquent que le mécanisme de synthese des bases de Schiff est souvent

caractérisé par la présence des molécules d’eau qui pourraient conduire a une réaction

réversible (hydrolyse). Cette réaction est réalisée habituellement dans un milieu alcoolique

ou parfois a reflux. (Mokhnache et al., 2020).

R]/\ lrl Iil R, H
R, -O H | | )
N\ g
R, R,
\
o C=d—R - R,—C—N
i \
- /(|)+\ =
H H

Figure 2 : Réaction de formation d'une base de Schiff. (Mokhnache et al., 2020).

I.2.4. Classification des ligands bases de Schiff

Les bases de Schiff sont classées selon plusieurs types :

» Selon la liaison aldéhyde ou cétone

v" Aldimine : produite par la condensation d’un aldéhyde avec une amine primaire.

v Cétémine : produite par la condensation d’une cétone avec une amine primaire

(Meena et al., 2023)

» Selon la structure du ligand

v' Base de Schiff monodentate : C’est une molécule qui dispose d'un seul site de

fixation a I'atome métallique, elle céde au métal central un doublet non liant avec

création d'une liaison.

v Base de Schiff bidentate : C’est une molécule qui dispose de deux sites de fixation

a lI'atome metallique, elle peut exister sous forme de type : NN donneurs ou NO

donneurs.
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v' Base de Schiff tridentée : C’est une molécule qui dispose de trois sites de fixation
a l'atome métallique qui stimulent la stabilisation des métaux de transition et les
éléments donneurs qui profitent de 1’effet chélate. Elle existe sous forme de type
ONO donneurs ou NON donneurs.

v Bases de Schiff polydentées : C’est une molécule qui dispose de plusieurs sites de
fixation a I'atome métallique. (Mokhnache et al., 2020)

/\/NHZ
H H,N
/ C—_ H
He— 7 Base de Schiff bidentate
Base de Schiff monodentate
T HC—NRN—CH
C— OH HO
==,

OH OH

Base de Schiff tridenté ( tridentaté) Base de Schiff polydentatées

Figure 3 : Exemple de base de Schiff monodentate, bidentate, tridentée, polydentées.

» Selon la nature des groupes fonctionnels.

v" Hydrazides : Ces substances comprennent un groupe hydrazine (NH2-NH.) attaché a
un groupement carbonyle ou sulfonyle. L'incorporation de ces composés dans les
bases de Schiff est comptée au tautomerisme amide-iminol, qui favorise la présence
d'une liaison double C=N, spécifiques de ces structures.

v' Dihydrazides : Ces composés sont constitués de deux unités hydrazide et sont
largement répandu dans la fabrication de polyméres ou en tant que ligands a multiples
points de liaison.

v" Hydrazones : |l s'agit des bases de Schiff conventionnel, qui sont synthétisées par la
réaction d'une hydrazide avec un composé carbonylé.

v' Hydrazide -Hydrazones : Ces composés hybrides associe simultanément des unités
d'hydrazide et d'hydrazone (Raczuk et al., 2022).

1.3. Applications biologiques des bases de Schiff

Les bases de Schiff et leurs complexes métalliques sont envisagés comme des candidats

prometteurs pour la création de nouveaux médicaments. A cause de puissance a construire
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des complexes stables avec les métaux de transition, ils interagissent facilement avec ces
derniers, qui ont des orbitales restreintes. lls ont dévoilé un large éventail d’activités
biologiques, contenant principalement des propriétés antibactériennes, antifongique,
antivirales, anti-inflammatoires, antituberculeuse, analgésiques et antioxydantes. (Turan et
Buldurun.,2018). Ces complexes présentent plusieurs points forts, incluant une
biocompatibilité remarquable et une faible toxicité dans les systémes biologiques (Hoque et
al., 2025).

1.3.1. Activité antimicrobienne

1.3.1.1. Activité antibacterienne

Les complexes métalliques de base de Schiff ont montré une excellente activité
contre les deux types de bactéries Gram positives et Gram négatives. Leurs effets
antibactériens peuvent s’appliquer via I’interférence avec des mécanismes bactériens non
enzymatique ou des mécanismes enzymatiques qui est I’inhibition d’enzymes clés de la
croissance bactérienne comme 1’uréase et dans la synthése de la paroi cellulaire et d’autres
enzymes necessaires, ce qui signifie une bioactivité améliorée de ces composés. (Hoque et
al., 2025).

En d’autres termes, les bases de Schiff peuvent également étre promues pour réduire les
biofilms, cela signifie de prévenir, disperser ou éliminer les biofilms. Plus encore, ils
interviennent sur la matrice protéique des biofilms et les colonies de ces bactéries. (Lahiri
etal., 2019).

1.3.1.2. Activité antifongique

C’est la capacité des peptides antifongiques qui sont des substances naturelles produites
par les organismes pour se défendre contre les champignons nuisibles. Par conséquent, ils
sont devenus un sujet de recherche important pour lutter contre les champignons pathogénes
et surmonter leur résistance aux médicaments. De plus, ils devraient étre développés comme
nouveaux médicaments thérapeutiques contre les champignons resistants en clinique. (Li et
al., 2021). Dans ce sens, le complexe de Cuivre (Il) a démontré une forte activité
antifongique contre 1’Aspergillus niger, et il a présenté une activité antifongique supérieure
a celles des antifongiques de référence comme la nystatine et la griséofulvine. (Alfadhawi
etal., 2021)
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1.3.1.3. Activité antivirale
L'exploration du potentiel antiviral des bases de Schiff issues de 1’4-(2-aminoéthyl) -
benzenesulfonamide contre le virus Chikungunya (CHIKV) et le virus Zika (ZIKV) en
raison de la gravité de leurs infections, étant donné I'absence actuelle de traitement antiviral
spécifique. Les bases de Schiff, qui sont flexibles, représenteraient un chemin intéressant
pour découvrir de nouvelles molécules antivirales, en particulier en combinant un groupe
sulfonamide bioactif a différents aldéhydes.(Nakahata et al., 2024)

1.3.1.4. Activité antioxydante
Les ligands de base de Schiff, dérivées de la réaction d’amines primaires avec des
composés carbonylés, sont considérés comme des agents antioxydants prometteurs car ils
piégent les radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) par deux mécanismes qui sont
transfert d'atome d'hydrogéne (HAT) et transfert d'électron unique (SET) (Figure 4).

Selon la littérature, certaines bases de Schiff sont non toxiques et possédent une forte
activité antioxydante, similaire a celle des antioxydants classiques en raison de leur structure
qui favorisant le don des protons et des électrons. Les bases de Schiff représentent donc une
source potentielle d'antioxydants pour lutter contre les maladies associées au stress oxydatif.
(Ranaet al., 2024).

A’ = Free radical; B : H = Antioxidant

Figure 4 : Interaction des antioxydants avec les radicaux libres par SET et HAT. (Rana et
al., 2024).
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1.3.1.5. Activité antitumorale
Les bases de Schiff, des complexes métalliques — en particulier, des composeés de cuivre,
présentent une activité antitumorale prometteuse. Leur structure chimique leur permet
d’interagir de maniére sélective avec des cibles biologiques, ce qui en fait des prétendants
plausibles pour la création de médicaments anticancéreux modernes. En conséquence,
I’analyse et la synthése de “cis ” et des complexes contenant des cuivre (II) est déterminée :
cette réaction intermédiaire est pertinente pour le développement de nouvelles thérapies du

cancer plus efficaces. (Kothari., 2023)

1.3.1.6. Activité anti inflammatoire
Les bases Schiff ont récemment acquis une popularité en raison de la variété des
activités biologiques possibles, y compris 1’anti-inflammatoire. 1l est en réalité authentifié
que la combinaison de ces ligands électron-donneurs avec des métaux de transition booste
considérablement leur activité biologique. Actuellement, les complexes métalliques de
Schiff sont une direction considérable pour la réalisation de nouveaux traitements anti-
inflammatoires améliorés, lequel pourrait inhiber le processus inflammatoire aussi bien in

vitro que in vivo. (Mumtaz et al., 2022)
1-3-2 Applications chimiques et technologiques de base de Schiff

Dans le domaine de la chimie, ces composés un rdle de catalyseurs, par exemple lors
des réactions d'aldol asymétrique, de Heck ou de sulfenylation. Ils peuvent aussi étre utilisés
sous forme de sondes chimiques ou en tant que marqueurs biologiques, par exemple la
biotine-hydrazide ou la rhodamine B hydrazide. En outre, ils sont utilisés dans la synthese
de matériaux luminescents ou en spectroscopie infrarouge, comme le démontre I'effet
Bohlmann. Finalement, ils sont des éléments cruciaux dans I'analyse des peptides stables en

tant que substances peptidomimétiques (Raczuk et al., 2022).

Les bases de Schiff exercent une fonction primordiale dans le domaine des teintures,

offrant des teintes vives aux tissus et autres matiéres. (Rana et al., 2024)
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I1. Matériel et Méthodes

Ce travail a été effectué au sein de deux laboratoires : Laboratoire de microbiologie de
fin d’études et le laboratoire de recherche Biotechnologie, Environnement et Santé (LBES)
rattaché au Département de Biologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie.
Université Saad Dahlab, Blida 1. Durant la période allant du 2 Mars au 25 Juin 2025.

Les objectifs de la présente étude sont les suivants :

< Applications du ligand de type base Schiff et de son complexe de Cu?* dans le domaine
biologique telles que :

> Etude du pouvoir antibactérien des bases de Schiff vis-a-vis des souches bactériennes
(Gram (+) / Gram (-)) par la méthode de diffusion en puits.

> Etude du pouvoir antifongique du ligand et de son complexe Cu?*

> Détermination de la capacité de ces molécules a prévenir la formation et la destruction
de biofilms.

> Etude du pouvoir antiinflammatoire et antioxydant du ligand et du complexe.

I1.1. Matériel utilisé (voir annexe)
I1.2. Méthodes utilisées
I1.2.1. Synthese et caracterisation

I1.2.1.1. Synthese du ligand et du complexe Cu (11) de type base de Schiff

Le ligand bis(4-pyridinecarboxaldehyde) éthylénediimine de formule générale C14H14N4 a

été synthétisé par condensation de deux équivalents de la 4-pyridinecarboxaldehyde avec un
équivalent de 1’éthylénediamine dans un solvant, 1’éthanol. Le ligand a été caractérisé par
I’analyse élémentaire (CHN), la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire RMN (*H et

13C), la spectrophotométrie UV-visible et la spectroscopie FTIR. La structure du ligand est :

Figure 5 : Structure du ligand bis(4-pyridinecarboxaldehyde)éthylénediimine. (EL
Mahdi.,2002).

10
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La réaction du ligand bis (4-pyridinecarboxaldehyde) éthylénediimine avec le Chlorure de
Cuivre CuCl; dans I’éthanol nous a permis de former le complexe de Cu (II). La structure du
complexe a été confirmée par les différentes techniques d’analyses spectroscopiques telles que
I’analyse élémentaire (CHN), la spectrophotométrie UV-visible, la spectroscopie FTIR et la
spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS). (ELMahdi., 2002).

I1.2.2. Activités biologiques
11.2.2.1. Evaluation de ’activités antimicrobiennes
L'activité antibactérienne de la base de Schiff et de son complexe métallique de Cu?* a été
déterminée vis a vis de cing souches bactériennes, trois a Gram négatif (Escherichia coli ATCC
8139, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et Klebsiella pneumoniae (souche clinique)), et
deux souches a Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Enterococcus feacalis
ATCC 49532).

L'activité antifongique a été testée vis-a-vis a Aspergillus niger ATCC 1015.

I1.2.2.1.1. Méthode de diffusion en puits

La diffusion en puits sur gélose est une méthode qualitative couramment utilisée pour
évaluer D’activité antimicrobienne de substances d’origine végétale ou microbienne.
Ensemencement de I'inoculum microbien sur toute la surface de la gélose. Des puits d’un
diameétre compris de 6 a 8 mm sont réalisés de maniére aseptique a 1’aide d’un emporte-piéce
stérile. Un volume (de 20 a 100 ul) de la molécule a tester est introduit dans chaque puits. Les
boites sont ensuite incubées dans des conditions optimales pour le développement du micro-
organisme testé. L’agent antimicrobien diffuse progressivement a travers le milieu gélosé,
formant une zone d’inhibition dont le diameétre est mesuré pour évaluer I'efficacité de 1’extrait.

(Balouiri et al., 2016).

» Mode opératoire

L’>évaluation de ’activité antimicrobienne a été réalisé selon la méthode de diffusion en

puits (Balouiri et al., 2016) expliquée dans la (figure 6).

» Préparation de la suspension bactérienne
v Mettre en suspension 0.5 Mac Farland de chaque souche bactérienne (2 a 3 colonies)
agée de 18 h a 24 h dans 5 ml d’eau physiologique
v Mélanger bien la solution.

11
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v' Prélever un inoculum de cette suspension et procéder immédiatement a
I'ensemencement sur des boites de Pétri comportant une couche de gélose Mueller
Hinton d'une épaisseur de 4 mm.

» Realisation des puits

L=

& 0

e
« Tremper un écouvillon stérile A l'aide un emboue stérile faire Incuber les boites de
dans le tube contenant la des puits profonds sur la pétri a 37°C dans
suspension bactérienne ou gélose et les remplir avec chaque I'étuve pendant 24
fongique concentration du ligand et du heures

« frotter I'écouvillion sur la complexe
totalité de la surface gélosée de
facon a former des stries
serrées

Figure 6: Protocole d'évaluation de I'activité antimicrobienne (Balouiri et al., 2016).

11.2.2.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrices CMI

La CMI du ligand et son complexe a été déterminée en utilisant la méthode décrite par
(CLS]I.,2020).

v Mettre en suspension 5 ml de ’eau physiologique avec 0.5 Mac Farland de chaque
souche bactérienne (2 a 3 colonies) agées de 18 a 24 h.

v' Mettre 2 ml de chaque concentration de la molécule avec 18 ml de gélose nutritif
MH dans des boites a pétri.

v' Laisser refroidir jusqu'a la solidification de gélose.

v Déposer une goutte de chaque suspension bactérienne sur la gélose sous forme des
spots de la plus faible concentration (5 mg/ml) a la concentration la plus élevée (50
mg/ml).

v" Laisser incuber pendant 24 h puis noter la CMI (la plus faible concentration de notre
molécule qui inhibe toute croissance bactérienne visible. (CLSI.,2020).

12
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11.2.2.1.3. Evaluation de P’activité antibiofilm

» Evaluation de la capacité des souches a former biofilm
v" Test Rouge Congo
C’est une méthode utilisée pour détecter la capacité des souches a former des
biofilms, d’ou elle est détectée par la présence de colonies noires dues a l'association du

lipopolysaccharide avec du rouge Congo.

A partir d’une jeune culture, on préléve quelques colonies isolées et identiques a l'aide

d’une pipette Pasteur stérile, puis on prépare deux groupes :

+ Groupe 1 : Composé d’une suspension de BHIB additionnée en premier le ligand
et la deuxieme le complexe, ensuite ensemencer les bactéries sur la gélose rouge
Congo par la méthode des quatre quadrants afin d’avoir des colonies bien isolées,
ensuite incuber a 37°C pendant 16 & 24 h.

%+ Groupe 2: Composé d’une suspension de BHIB contient des bactéries et
I’ensemencer sur la gélose rouge Congo par la méthode des quatre quadrants afin
d’avoir des colonies bien isolées, ensuite incuber & 37°C pendant 16 a 24 h

(Stepanovic¢ et al., 2007).

Figure 7 : Préparation du biofilm.

v Test sur microplaque
Aprés avoir sélectionné les souches productrices des biofilms, I'activité antibiofilm de

notre molécule sera déterminée en cing phases : (Stepanovi¢ et al., 2007).
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1- Préparation des suspensions bactériennes

> Prélever2a 3
colonies
bactériennes et

Mettre en suspension

1ml de serum glucosé ‘i E ‘ petite quantité de
(1g de glucose) avec N\ — champignon , bien
5mi de boullion BHIB o mélanger dans
dans 3 tubes a essai | chaque tube
Ed correspendant

« Tube 1:Polybactériens

« Tube 2: Staphylocoques
aureus

« Tube 3: Aspergillus niger

Figure 8: Préparation des suspensions bactériennes et fongiques. (Stepanovi¢ et al., 2007)

2- Culture du biofilm

La plaque est divisée en cing groupes (figure 9) :

+

+

Groupe 1: (Groupe témoin négatif —) : Chaque puits est rempli avec 200 pl de
chaque concentration du ligand et du complexe (10 mg/ml, 25 mg/ml et 50 mg/ml)
Groupe 2 : (Groupe S-aureus) : Contient 100 pl de suspension de type S-aureus
incubée pendant 2 h a 37 °C puis additionnée de 100 ul de chaque concentration du
ligand et du complexe (10 mg/ml, 25 mg/ml et 50 mg/ml)

Groupe 3 : (Groupe polymicrobiens) : Contient 100 ul de suspension qui contient
plusieurs types de bactéries, incubée durant 2 h a 37 °C, ensuite additionnée de 100
pl de chaque concentration du ligand et du complexe (10 mg/ml, 25 mg/ml et 50
mg/ml).

Groupe 4 : (Groupe A-niger) : Contient 100 pl de suspension de type A-niger
incubée pendant 2 h a 37 °C puis additionné de 100 pl de chaque concentration du
ligand et du complexe (10 mg/ml, 25 mg/ml et 50 mg/ml).

Groupe 5 : (Groupe témoin positif +) : Contient 200 pl de suspension de type S-

aureus et incubée a 37 °C sans 1’ajout de la molécule. (Stepanovi¢ et al., 2007)

La plaque inoculée doit étre soigneusement recouverte d'un couvercle et incubée a une

température de 37 °C pendant une durée de 48 heures afin de favoriser la formation du biofilm.
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Figure 9: Culture du biofilm sur microplaque.

3- Lavage des puits
Le lavage du biofilm est une étape trés importante. L'objectif est de retirer les cellules
non collées tout en préservant le biofilm intact. (Stepanovi¢ et al., 2007)
v Apres l'incubation, le contenu des puits est transféré dans un récipient destiné a étre
éliminé.
v Chaque puits est lavé avec 200 pl de solution saline stérile tamponnée au phosphate
(PBS : pH 7,2)
v' Laisser réagir pendant 10 minutes.
4- Coloration du biofilm
v Chaque puits de microplaque contient une couche de biofilm colorée avec 200 ul de
cristal violet et I’incubée pendant 15 minutes a température ambiante.
v" Lorsque la coloration est terminée, il est nécessaire d'aspirer le colorant a l'aide d'une
micropipette, puis de rincer le colorant restant avec de I'eau distillée. (Stepanovi¢ et
al., 2007)
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Figure 10 : Coloration du biofilm

5- Solubilisation du colorant et mesure des résultats
v Ajouter 200 pl de méthanol a 95% dans chaque puits afin de dissoudre le colorant
fixé et le laisser incuber pendant 15 minutes a température ambiante.
v' Mesurer la densité optique (DO) de chaque puit coloré avec du cristal violet en
utilisant un lecteur de microplaque a une longueur d'onde de 570 nm.

Les souches sont classées dans les catégories suivantes : (Stepanovi¢ et al., 2007)

Tableau | : Classification de la formation du biofilm.

Moyenne des valeurs de DO Formation de biofilm
DOye < DOnc - (absence)
DOnc < DOuye < 2*DOrc + (faible)
2*DOnc < DOl < 4*DOnc + (modéreée)
DOye > 4*DOn¢ ++ (forte)

(Stepanovic¢ et al., 2007)
DOnc : Moyenne des densités optiques des contrbles négatifs.

DOue : Densité optique de chaque puit.

» Visualisation de I’effet du ligand et du complexe Sous microscope optique
La visualisation de I’effet du ligand et du son complexe de Cuivre (I1) a (10mg/ml) sur les

souches bactériennes et I’espéce fongique a été réalisé par la méthode suivante :
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1- Préparation des lames

Mettre en suspension Mettre le tube en Mettre une goutte du suspension sur
5ml de BHIB avec une incubation a 37°c une lame (une pour le ligand et une
petite quantité du P> dans une étuve — deuxiéme pour le complexe) ; étaler
champigon, bien pendant 24h la goutte puis ajouter une petite
mélanger dans un tube goutte de notre molécule.
a essai 3 = a
= , »\
? ) e &L é _—

l

v R .
\~;7 . —_— ‘ \ i
A=/ — JP ¥
Déposer une goutte i
d'eau distillée sur chaque Ajouter pour chaque N\
lame, puis prélever une lame une petite goutte de : ) .
colonie de chaque notre molécule (ligand Laisser sécher les lames prés
bactérie, bien I'étaler sur puis complexe) de bec bunsen puis passer a

la goutte d'eau I'étape de coloration

Figure 11: Préparation des lames.

2- Coloration des lames

La coloration des lames a été réalisé en deux gammes :

+ Pour les espéces fongiques
4+ Coloration avec bleu de méthyléne

La coloration au bleu de méthyléne est une technique de coloration simple qui utilise un
seul colorant pour mettre en évidence des structures spécifiques dans I'échantillon.

v" Placer la lame sur un support de coloration et I'imprégner de bleu de méthylene.
Laisser agir pendant 1-3 minutes
Rincer délicatement la lame a I'eau distillée,
Eliminer I'excés d'eau,
Tamponner avec du papier absorbant sans frotter.

Laisser les lames sécher intégralement a l'air.

AN N N NN

Observez la préparation au microscope en utilisant I'objectif (40x). (Moemen et al.,
2015)
4+ Pour les bactéries
4+ Coloration de Gram
La coloration de Gram est une méthode qui permet de colorer les bactéries pour les

identifier et les classer selon la structure de leur paroi cellulaire.

v Couvrez la préparation avec du cristal violet et laissez agir pendant une minute.

v" Rincez doucement a I'eau distillée

17
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v . Appliquez la solution de lugol (iode de Gram) sur la préparation et laissez agir
durant une minute. Cela favorise la formation d'un complexe cristal violet-iode qui
ne se dissout pas dans lI'eau. Rincez délicatement a I'eau distillée.

v Appliquez de l'alcool éthylique ou de I'acétone (le décolorant) pendant environ 10 a
20 secondes. Cela retire le complexe cristal violet-iode des bactéries Gram-négatives,
mais pas des Gram-positives ; rincez immédiatement et en grande quantité a l'eau
distillée afin de stopper I'action du décolorant.

v Appliquer la fuchsine sur la préparation et laissez agir durant une minute. Cela rend
les bactéries Gram-négatives roses. ; puis rincer les lames doucement a I'eau distillée

v Tapoter doucement la lame avec du papier buvard pour sécher sans frotter.

v' Observez la préparation au microscope en utilisant l'objectif (40 x). (Tortora et
al.,1989)

11.2.2.2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
L’activité anti-inflammatoire in vitro du ligand et de son complexe a été effectuée en trois

phases selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines de (Kar et al., 2012).

1- Phase préparatoire (voir annexe)
2- Préparation de la plaque

La plaque est divisée en quatre groupes : (Kar et al., 2012)

+ Solution d’essai (SE) : Chaque puits est composé de 90 pl du sérum humain additionné
de 10 pl de chaque concentration du ligand et du complexe (100 pg/ml).

+ Solution control test (CT) : Chaque puits est composé de 90 pl du sérum humain et 10
pl d’eau distillée.

+ Solution controle produit (CP) : Chaque puits est composé de 90 pl d’eau distillée avec
10ul de chaque concentration du ligand et du complexe (100 pg/ml)

+ Solution standard test (XE) : Chaque puits est composé de 90 pl du sérum humain
additionné de 10 pl de solution standard Indométacine avec des concentrations variees
(62.5 pg /ml ,125 pg /ml et 250 pg /ml).

v" Une premiére incubation a été effectuée a une température de 37 °C pendant 20
minutes.
v" Une deuxiéme incubation a été effectuée a une température de 57 °C durant 3

minutes.
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v La plague a été soumise a un refroidissement sur la paillasse durant une durée de 10
minutes avant la réalisation de la lecture. (Kar et al., 2012)
3- Lecture des résultats
v’ Ladensité optique a été mesurée a l'aide d'un lecteur de microplaque a une longueur
d'onde de 255 nm.
v Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé par la

formule suivante : (Kar et al., 2012)

Osolution d'essai — Doconrole produit

Pourcentage d'inhibition % = [100 — ( )] x 100

Dotest controle

I1.2.2.3. Evaluation de P’activité antioxydante
La détermination de I'activité antioxydante du ligand et de son complexe a été réalisée en
utilisant la méthode de piégeage du radical libre 2.2'-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), en

suivant le protocole exposé par (Emir et al.,2019) avec quelques modifications.

v" Principe
L'activité antiradicalaire a été évaluée in vitro a l'aide du 2,2.-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), dont le DPPH est un radical libre. La réduction du radical par un donneur d’atome
hydrogene conduit a la formation de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine de coloration jaune-vert.
L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu a donner des protons. (Emir et al.,2019).

v' Mode opératoire
L'activité de piégeage du DPPH a été évaluée selon la méthode décrite (Emir et al.,2019).
En bref, 1 ml de chaque solution méthanoliques du ligand ou complexe testées a différentes
concentrations (10, 20, 40, 60, 100, 200 et 1000 pg/ml) sont mélangées avec 1 ml d’une solution
éthanolique de DPPH (0.1 mmol/l). Le mélange réactionnel a été incubé a une température
ambiante et a I’obscurité pendant 30 min. L'absorbance est lue par un spectrophotometre UV-
visible a une longueur d’onde de 517 nm. L'inhibition du radical libre DPPH par la vitamine C

a été également analysée a la méme concentration pour comparaison.

La capacité antioxydante pour le ligand, le complexe et la vitamine C est déterminée en
¢valuant le pourcentage d’inhibitions de 1’absorbance du radical DPPH. Le pourcentage

d'inhibitions a été calculé comme suit : (Emir et al., 2019).
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AControl - Aéchantillon

% Inhibition = 1 X 100
Control

% d’inhibition : Pourcentage d’inhibition des radicaux libres.
Acontrol : Absorbance du Control (méthanol+ DPPH).
Acchantillon : Absorbance de 1’échantillon (ligand, complexe ou vitamine C).
v' Détermination d’ICso

La cinétique de réaction du ligand, du complexe de Cu (Il) et de la vitamine C avec le
DPPH a été enregistrée a chaque concentration examinée. Tracer les pourcentages d’inhibitions
du DPPH a la fin de la réaction en fonction de la concentration pour obtenir un indice ICso. Ce
parameétre est défini comme la concentration d'antioxydants nécessaire pour réduire la

concentration initiale de DPPH de 50 %.

La concentration d'inhibition (I1Cso) est estimée par I'extrapolation a I = 50 %.
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

I1l1. Résultats et discussion

I11.1. Evaluation de ’activité antimicrobienne

II1.1.1. Activité antibactérienne et antifongique
L'effet antimicrobien du ligand et de son complexe de Cu?* a été testé contre cing
microorganismes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger,
Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis). Les resultats des zones d'inhibition en

millimeétres ont été résumés dans le Tableau II.

Tableau Il : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induite par le

ligand et son complexe.

Diamétre des zones d’inhibition (mm) des bactéries

Concentrations E-Coli  P-aeruginosa S-aureus A-niger E-Faecalis
1 pg/mi 0 0 0 / /
10 pg/ml 0 0 0 / /
) 20 pg/ml 0 0 0 / /
Ligand 900 ug/ml 0 0 0 / /
1000 pg/ml 0 0 0 / /
10 mg/mi 0 17 12 25 0
25 mg/ml 0 24 25 28 0
50 mg/ml 0 28 27 36 0
1 pg/mi 0 0 0 / /
10 pg/ml 0 0 0 / /
20 pg/ml 0 0 0 / /
Complexe 100 pg/ml 0 0 0 / /
1000 pg/ml 0 0 0 / /
10 mg/ml 9 20 13 25 0
25 mg/ml 15 23 20 27 0

Les résultats du test révélent qu'aucune zone d'inhibition n'a été observée pour le ligand et
le complexe dans des concentrations allant de 1 a 1000 pg/ml (figure 12). Par contre, a partir
de 10 mg/ml, le ligand libre montre une activité antifongique importante contre Aspergillus
niger (25 mm), une activitt modérée contre Pseudomonas aeruginosa (17 mm) et
Staphylococcus aureus (12 mm). Aucune activité contre Escherichia coli et Enterococcus

faecalis.
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20 jigim

.o'

“0100 pug/ml 1000 pg/m

\S- aureus

E- coli - E- coli

Figure 12 : Absence des zones d'inhibition chez les souches bactériennes de 1ug/ml a
1000ug/ml. (A) : Ligand / (B) : Complexe.
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Concernant le complexe Cu (1), il est constaté qu'a une concentration de 10 mg/ml, les
valeurs des zones de diamétres d'inhibition s'élévent a 25 mm pour Aspergillus niger, 20 mm
pour Pseudomonas aeruginosa et 13 mm pour Staphylococcus aureus. (Figure 13).

WP- aeruginosar P- aeruginosa®

Figure 13 : Zones d'inhibition chez A-niger, S-aureus et P-aeruginosa
(A) : Ligand / (B) : Complexe.
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La bactérie Enterococcus faecalis ne présente aucune zone d’inhibition a toutes les

concentrations du ligand et du complexe (de 10 mg/ml jusqu’a 50 mg/ml).

Figure 14 : Absence des zones d'inhibition chez Enterococcus faecalis
(A): Ligand / (B) : Complexe.

La présence de I'effet antimicrobien chez Escherichia coli avec le complexe se manifeste
par des zones d'inhibition allant de (9 mm a 15 mm) avec des concentrations respectives de (10
mg/ml et 25 mg/ml), tandis que toutes les concentrations testées du ligand contre cette souche

ne montrent aucun effet antimicrobien (figurel5).

Figure 15 : Zones d'inhibition chez la bactérie Escherichia coli
(A) : Ligand / (B) : complexe.

L’évaluation de I’activité antibactérienne du ligand et du complexe vis-a-vis de plusieurs
souches bactériennes montre que la bactérie Pseudomonas aeruginosa est la bactérie la plus

sensible parmi toutes les souches bactériennes testées. Les résultats montrent que le complexe
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de cuivre posséde une capacité antimicrobienne Iégerement plus forte par rapport au ligand base
de Schiff.

Selon (Yusuf et al.,, 2023), les complexes de Cuivre (II) présentent une activité
antibactérienne supérieure a celle de leurs ligands correspondants vis-a-vis des bactéries Gram-
positives et Gram négatives. Les différences de sensibilité entre les bactéries Gram-positives et
Gram-négatives sont liees a la structure de leur paroi cellulaire. Les Gram-négatives
contiennent plusieurs couches lipidiques, ce qui renforce l'effet d'hydrolyse et influence
I'efficacité de la molécule. (Pratama et al., 2019)

Les résultats de (Chung et al., 2021) corroborent avec nos résultats qui rapportent que les
complexes de cuivre de base de Schiff présentent une capacité antimicrobienne accrue contre,
E. coli, P. aeruginosa, tandis qu’ils différent des résultats observés chez la bactérie E. faecalis
(Chung et al., 2021).

Les résultats de notre étude sur les complexes de Cuivre (1) avec un ligand de type base
de Schiff montrent une activité antibactérienne améliorée par rapport au ligand libre, ce qui est
cohérent avec la littérature. En effet, I'ajout de cuivre a élargi le spectre d'activité, notamment
contre E. coli, S. aureus et P. aeruginosa, contrairement au ligand sans métal, qui a montré une
activité nulle contre E. coli et E. faecalis (Khan et al., 2013). Le cuivre est reconnu pour son
role de catalyseur, favorisant la formation de ROS qui perturbent les membranes cellulaires des
bactéries, ce qui explique l'efficacité accrue des complexes Cu (Il) (Gupta et al., 2017). En
comparaison, des études similaires par (Rajendran et al., 2015) ont rapporté des résultats
comparables, ou les complexes Cu (1) ont montré une activité significative contre S. aureus et
P. aeruginosa, mais modérée contre E. coli, confirmant ainsi nos observations. En outre, la forte
activité antifongique observée contre 1’Aspergillus niger a 50 mg/ml est également documentée
dans des travaux antérieurs (Singh et al., 2012), qui montrent I'efficacité des complexes Cu (1)
contre des champignons pathogénes. Cependant, I'absence d'activité contre E. faecalis rejoint
les conclusions de (Liu et al., 2018), qui suggérent que cette bactérie présente des mécanismes

de résistance aux complexes métalliques, notamment par I'action de pompes d'efflux.

En ce qui concerne l'activité antifongique, plusieurs études ont révélé que les complexes
de Cu (I) sont particuliérement efficaces contre des champignons pathogenes, 1’Aspergillus
niger. Par exemple, (Singh et al., 2012) ont trouvé que les complexes de cuivre de certaines
bases de Schiff étaient tres efficaces contre Aspergillus avec des zones d'inhibition similaires a

celles que nous avons observées dans notre etude, allant jusqu'a 36 mm a des concentrations de
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50 mg/ml. Cette activité antifongique renforcée du complexe Cu(ll) par rapport au ligand libre,
indiquant que la présence de cuivre augmente I’interaction avec les parois fongiques, perturbant

ainsi leur structure.

I11.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrices CMI

Les concentrations minimales inhibitrices de base de Schiff et de son complexe sont

déterminées par 1’absence totale de croissance bactérienne dans le milieu et représentées
dans (Tableau I11).

Tableau 111 : Concentrations minimales inhibitrices du ligand et son complexe.
Microorganismes testés Concentrations minimales inhibitrices (CMI)
Ligand Complexe
E-Coli 25 mg/ml 10 mg/ml
P- aeruginosa Supérieure a 50 mg/ml 10 mg/ml
S-aureus 25 mg/ml 10 mg/ml
K-Pneumoniae 25 mg/ml 10 mg/ml
E- Feacalis 10 mg/ml 5 mg/ml
A- niger 10 mg/ml 1000 pg/ml

Les résultats obtenus montrent que la concentration minimale inhibitrice varie d'une
bactérie a une autre. Le complexe présente des petites valeurs de CMI (5 mg/ml — 10 mg/ml)
pour la majorité des bactéries (E. faecalis -E. Coli , P. aeruginosa , S. aureus et K. pneumonia)
respectivement, par rapport au ligand qui montre un effet & des concentrations plus élevées
(10mg/ml - 25 mg/ml — 50 mg/ml — 25 mg/ml — 25 mg/ml) avec les mémes bactéries

respectivement.

Figure 16: Concentrations minimales inhibitrices du ligand. (A): 5mg/ml — (B): 10mg/ml —
(©): 25mg/ml — (D) :50mg/ml
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La majorité des bactériens sont sensibles a de faibles concentrations du complexe (5
mg/ml-10 mg/ml) par rapport au ligand qui devient bactéricide a des concentrations plus élevées
(parfois a une concentration supérieure 50 mg/ml pour les bactéries résistantes). Par conséquent,
le complexe de cuivre possede une activité antimicrobienne accrue avec des valeurs de CMI

minimales par rapport au ligand avec tous les microorganismes testés.

Figure 17 : Concentrations minimales inhibitrices du complexe. (A) : 5mg/ml — (B) :
10mg/ml — (C) : 25mg/ml

La bactérie K-pneumoniae est une bactérie multirésistante, elle possede une forte résistance
aux antibiotiques, les résultats de (Dawood et Abdullah., 2025) par rapport a la sensibilité de
k pneumoniae aux antibiotiques montrent que cette souche est sensible a 1I’imipenéme et au
méropénéme a une concentration de (10 pg). Les résultats de (Dawood et Abdullah., 2025)
sont supérieurs par rapport a nos résultats qui donnent une valeur de CMI plus grande a celle

de I’imipenéme et méropénéme (25 mg/ml avec le ligand et 10 mg/ml avec le complexe).

Selon (Emir et al., 2019) la ciprofloxacine a montré une activité antibactérienne supérieure

par rapport a notre complexe, a une concentration plus faible (1 mg/ml).

Les résultats de (Zare et Zabardasti., 2019) sont supérieurs a nos résultats, qui révélent
que la concentration inhibitrice la plus faible du nanocomposé de cuivre est de 15 pg/ml par

rapport a notre CMI (5 mg/ml).

Nos résultats sont plus efficaces que les resultats de (Al-Jubouri et Abod., 2024) qui
montrent que I'érythromycine et la tétracycline sont inefficaces a la sensibilité de K-

pneumoniae avec des CMI de 0.

En ce qui concerne 1’Aspergillus niger, les résultats de notre étude montrent que le ligand
a une bonne activité antifongique (CMI = 10 mg/ml) tandis que l'activité du complexe Cu (1)
semble étre moins marquée (CMI = 1000 pg/ml). Cela contraste avec certaines études ou I'ajout

de cuivre dans les complexes de bases de Schiff améliore généralement I'activité antifongique.
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Par exemple, (Singh et al., 2012) ont observé que les complexes Cu (I1) montrait une forte
activité contre I’Aspergillus niger en raison de la capacité du cuivre a interagir avec les
composants membranaires fongiques et a générer des radicaux libres affectant leur structure.
Cependant, dans notre étude, I'efficacité réduite du complexe Cu (I1) contre /’Aspergillus niger
pourrait étre attribuée a des interactions complexes entre le cuivre et les parois fongiques, qui
pourraient altérer I'activité du complexe, ou bien a une réduction de la bioaccessibilité du cuivre
dans le milieu fongique. Cette diminution de I'activité antifongique pourrait également suggérer
que l'effet du cuivre sur les champignons différe de celui observé avec les bactéries, ou les

complexes métalliques montrent des résultats plus constants.

\

\
\

S0mg/ml 25m (;,/ml

Figure 19 : Concentrations minimales inhibitrices du ligand (ASP)
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111.1.3. Evaluation de ’activité antibiofilm
> Evaluation de la capacité des souches a former biofilm
v" Test Rouge Congo
Staphylococcus aureus a la capacité de former des biofilms dues & I'association du
lipopolysaccharide avec du Rouge Congo et elle est présentée par des colonies noires. (Figure

20A 21A).

Apres culture, la souche mise en suspension avec la molécule étudiée a entrainé la
conversion des colonies noires en colonies roses, ce qui est di a lI'incapacité de ces dernieres a

former un biofilm.

Figure 20 : Staphyloccocus aureus avant et apres I'ajout de la molécule
((A) : sans molécule / (B) : avec molécule)

L’effet antibiofilm du complexe étudié est aussi évalué chez une population
polybactérienne composée de I’ensemble des bactéries : Staphyloccocus aureus, Escherishia

coli et pseudomenas aeroginosa.

Les résultats présentés dans la (Figure 21) montrent que les colonies bactériennes aussi

sont transformées en colonies roses (biofilm négatif).
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Figure 21 : Milieu polybactéries avant et apres I'ajout de la molécule
(A : sans molécule / (B) : avec molécule)
v Test sur microplaque

La formation de biofilm est considérée comme positive si un film visible double recouvre

la paroi et le fond du tube et la présence d’un halo a I’interface.

La (Figure 22) montre la présence des halos au niveau des puits, ce qui signifie la présence

des colonies bactériennes et donc la formation du biofilm.

Figure 22 : Observation des halos au niveau des puits.
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Les résultats d’évaluation de I’activité antibiofilm sur microplaque du ligand est représente

dans les (Figures 23)

D’aprés les résultats obtenus, nous observons que la bactérie Staphphylococcus aureus a
montré une formation modeérée du biofilm vis-a-vis du ligand avec toutes les concentrations
testées (10 mg/ml, 25 mg/ml et 50 mg/ml). Ce qui signifie une inhibition modéree de la

formation du biofilm.

Le milieu polybactéries et 1’Aspergillus niger présentent une faible formation du biofilm

vis-a-vis du ligand avec toutes les concentrations testées (10 mg/ml, 25 mg/ml et 50 mg/ml).

Effet du ligand sur la formation du biofilm

Modéré

FabeI I I I I I

D (10mg/ml) E (25mg/ml) F (50mg/ml)
Concentration mg/ml

Etat de hiofilm

W staph MWpoly masp

Figure 23 : Effet du ligand sur la formation du biofilm.

Par rapport au complexe, il a montré que tous les microorganismes testés présentent une
absence de formation du biofilm (présente des valeurs de densités optiques inférieurs a celle du
contréle négatif) vis-a-vis du complexe avec toutes les concentrations testées (10 mg/ml, 25
mg/ml et 50 mg/ml) ce qui signifie ’absence de formation du biofilm et confirme les résultats

précédents de test Rouge Congo (transformation des colonies noire en colonies roses).

L’évaluation de ’activité antibiofilm a montré que le complexe de cuivre (II) présente un
excellent effet sur la formation du biofilm par rapport au ligand. Il permet de perturber la culture

de biofilm et d'arréter la croissance microbienne dans le milieu.
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Selon (Xie et al., 2025), les ligands organiques et les ions métalliques tels que Cu?
possedent des propriétés antibactériennes puissante et interagissent avec les membranes des
bactéries, perturbent lI'activité métabolique, provoquent une fuite de composants cellulaires et

conduisent finalement a la mort cellulaire.

Les études de (Shree et al., 2023) montrent que les agents pathogénes comme P.
aeruginosa présentent une forte résistance aux antibiotiques en raison de la formation de
biofilms, ce qui renforce nos résultats et confirme que le complexe a une grande efficacité a

inhiber puis arréter la formation du biofilm.

» Visualisation de I’effet du ligand et du complexe Sous microscope optique

1. Aspergillus niger

Pour I’observation de 1’Aspergillus niger sous microscope optique en grossissement x 40,
le témoin indique des hyphes bien structurés, possedant des parois uniformes et de longs
filaments denses. Lorsqu'il est soumis a I'action du ligand, une légére diminution de la densité
des hyphes est constatée, cependant leur morphologie demeure préservée. Par contre, le
traitement par le complexe provoque des changements avec une diminution des hyphes, une
vacuolisation, une déformation des parois et une diminution significative de la densité des
filaments. Par conséquent, le complexe a une activité antifongique significative a celle du

ligand.

Figure 24 : Visualisation de I’effet du ligand et son complexe sur 1’Aspergillus niger sous
microscope optique a G*40 (T) : Témoin - (A) : Ligand — (B)

(Kumar et al., 2022) ont également démontré que I'action des complexes de cuivre sur
Aspergillus niger a provoqué une modification significative de la morphologie des hyphes au

microscope optique, avec une diminution de la densité des hyphes et une vacuolisation. Cela
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renforce I'idée que les complexes métal-ligand sont plus efficaces que les ligands seuls pour

modifier la structure fongique.

2. Staphylococcus aureus

Au grossissement x40, I'échantillon révele des coques distinctement visibles,
regroupées en amas, accompagnées d'un grand nombre de cellules. En évaluation du ligand, on
observe un léger relachement des amas, mais la forme cellulaire reste intacte. En revanche, dans
le complexe, il y a une désorganisation cellulaire marquée : les cellules sont déformées, les
amas sont perdus et le nombre de bactéries est réduit, preuve d'une inhibition. Par conséquent,
le complexe provoque une altération bactérienne importante par rapport au témoin et au ligand,

ce qui laisse entendre une activité antibactérienne plus forte.

Figure 25: Visualisation de I’effet du ligand et son complexe sur S. aureus sous
microscope optique a G*40/ (T) : Témoin - (A) : Ligand — (B) : Complexe

Les résultats observés, a savolr la détormation cellulaire et la perte des amas bactériens,
sont en accord avec les mécanismes d'action proposés par (L6pez et al., 2019). Selon ces
auteurs, l'activité antibactérienne des complexes métalliques résulte de Il'interaction des ions
métalliques avec les membranes cellulaires bactériennes. Cette interaction entraine des ruptures
au niveau de la paroi cellulaire et une libération de substances intracellulaires essentielles,

perturbant ainsi I'intégrité cellulaire.

D’aprés (Kaul et al., 2022) 1'effet du complexe de Cu?* sur Staphylococcus aureus généere
des altérations morphologiques significatives. La microscopie confocale et la coloration
révelent une perturbation importante de la structure du biofilm, avec une diminution
significative de la densité cellulaire et une augmentation du nombre de bactéries mortes. Le
complexe qui empéche les mécanismes de résistance au cuivre chez S. aureus, provoquant un

fort stress oxydatif et des nuisances cellulaires irréversibles.
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3. Polybactéries

Au grossissement x40 avec I’exposition au ligand, on observe diverses bactéries de
différentes formes (bacilles et cocci), nombreuses et visibles, sans aucun signe de destruction.
En revanche, en présence du complexe polybactérien, on observe une réduction du nombre de
cellules, des bacilles déformés et une densité bactérienne diminuée. Cela implique que

I'utilisation du complexe aura un effet antibactérien sur diverses bacteries.

Figure 26: Visualisation de I’effet du ligand et son complexe sur le milieu
polybactéries sous microscope optique a G*40 / (A) : Ligand — (B) : Complexe

Nos résultats sont en accord avec ceux de (L6pez et al., 2019), qui ont démontré que les
complexes métalliques, en particulier ceux a base de cuivre, peuvent interagir avec les
membranes cellulaires des bactéries, provoquant des ruptures dans la paroi cellulaire et
réduisant leur densité. L'observation de la déformation et de la diminution du nombre de
bactéries dans notre étude suggére également un effet antibactérien similaire. Ces observations

confirment I'action antibactérienne du complexe sur les bactéries.

4. Pseudomonas aeruginosa

Au grossissement de x40, I’observation du témoin révele des bacilles fins et bien dispersés,
caractéristiques d'une bactérie Gram-négative sans signe d’inhibition de la prolifération
bactérienne. En revanche, I’évaluation du ligand montre une inhibition marquée de 1’adhésion
bactérienne, avec un champ presque vide, indiquant une forte réduction de la croissance. En
comparaison, le complexe présente une densité bactérienne plus élevée que celle observée avec
le ligand seul, les bacilles sont plus nombreux et dispersés sur le champ, bien que leur nombre
reste inférieur & celui du témoin. Ainsi, bien que le complexe réduise 1’adhésion bactérienne,

son efficacité est moindre que celle du ligand pur.
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Figure 27 : : Visualisation de I’effet du ligand et son complexe sur P- aeruginosa sous
microscope optique a G*40 (T) : Témoin - (A) : Ligand — (B) : Complexe.

Les résultats observés de notre étude sont en accord avec ceux de (Lopez et al.,2019), qui
ont montré que les complexes métalliques inhibent 1’adhésion bactérienne en interférant avec
les membranes cellulaires des bactéries. Cependant, les travaux de (Xie et al.,2025) suggerent
que l'efficacité antiadhésive des complexes peut étre réduite lorsqu'ils sont utilises a des
concentrations sub-inhibitrices, ce qui pourrait expliquer la moindre efficacité observée avec le

complexe.

Selon (Savargaonkar et al., 2023) des altérations cellulaires ont été observées au
microscope qui indiguent l'absence de détection de colonies (aucune croissance apres
exposition au Cu?*), ce qui indique une détérioration ou une modification significative de la

morphologie cellulaire.
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I11.2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
Les résultats de I’effet anti-inflammatoire du ligand base de Schiff et son complexe contre

la dénaturation protéique causée par la chaleur sont représentés dans la (Figure 28).
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Figure 28 : Effet du ligand et du complexe sur I’inhibition de la dénaturation des

protéines

D’apreés 1’histogramme de pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique (Figure
28), on observe que le complexe Cu?* présente une inhibition maximale de la dénaturation des
protéines a un pourcentage de (77.03%) a la concentration (100 pg/ml), alors que le ligand
présent une inhibition maximale de la dénaturation des protéines ne dépasse pas (47.37%) a la

méme concentration.

La solution standard de I’indométacine présente une inhibition maximale ne dépasse pas
(40.9%) a une concentration plus élevée (250ug/ml) que la concentration du ligand et son
complexe (Pourcentage d’inhibition de 77.03% et 47.37% a 100 pg/ml respectivement)

L'évaluation du pourcentage d'inhibition montre que le ligand base de Schiff et son
complexe possedent une activité anti-inflammatoire in vitro a la dose de 100 pg/ml plus élevé
par rapport a I’indométacine a une concentration de (250 pg/ml), le complexe posséde une

activité anti-inflammatoire plus élevée par rapport au ligand dans la méme concentration.

Les etudes de (Asue et al., 2025) a montré que I’aspirine présente un pourcentage

d’inhibition de 58,45 % a la concentration 1000 pg/ml, ce qui montre que le complexe présente
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un pouvoir antiinflammatoire plus puissant par rapport a 1’aspirine. (Pourcentage d’inhibition

de 77.03% a 100 pg/ml)

Les études de (Pontiki et al., 2008) de I’activité antiinflammatoire in vivo du complexe
corroborent avec nos résultats qui montrent que les complexe de cuivre (1) présentent une

protection supérieure a celle de I'indométacine, a dose équivalente.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire in vivo de (Joseph et Nagashri., 2012)
montrent que l'activité du complexe de cuivre est supérieure a celle des autres complexes, en
raison de sa forte diffusion, ces études donnent des confirmations que les complexes de cuivre
des anti-inflammatoires non stéroidiens sont des agents anti-inflammatoires plus actifs que leurs

médicaments parents.

I11.3.Evaluation de activité antioxydante
Les résultats du pouvoir antioxydant du ligand et son complexe de cuivre (I1) par le test de
DPPH sont représentés dans les Figures (29, 30 et 31).

Test de DPPH sur le complexe de cuivre Il
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Figure 29: Pourcentage d’inhibition du complexe en fonction de concentration

Nous observons une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition du
complexe de cuivre (1) en fonction de concentration (Figure 29) ; il présente une activité
supérieure a 40% a partir d’'une concentration inférieure a 200 pg/ml. La valeur d’ICso du

complexe est de 335,78 pg/ml
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Test de DPPH sur le Ligand
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Figure 30: Pourcentage d’inhibition du ligand en fonction de concentration

Pour le ligand, nous observons une augmentation proportionnelle des pourcentages
d’inhibition en fonction de concentration (Figure 30), il présente une activité supérieure a 30%
a partir d’une concentration inférieure a 200 pg/ml. La valeur d’ICso du ligand est de
608,9754ug/ml.

Test de DPPH sur I'acide ascorbique(Vit C)
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Figure 31: Pourcentage d’inhibition d'acide ascorbique (Vit C) en fonction de
concentration
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L’acide ascorbique est un antioxydant polyvalent utilisé dans le but de piéger les radicaux
libres, d’aprés nos résultats nous observons une augmentation proportionnelle des pourcentages

d’inhibition en fonction de concentration. L’acide ascorbique a montré une valeur d’ICso de 35

pg/ml.

D’apres les résultats obtenus, On constate que le ligand et son complexe de cuivre (II)
présentent un pouvoir antioxydant inférieur a celui de 1’acide ascorbique qui présente une valeur
d’ICso inférieure a celle du ligand et son complexe (ICs50=35 pg/ml) il nécessite une
concentration beaucoup plus faible pour atteindre une inhibition de 50 %. D’autre part, le
pouvoir antioxydant du complexe de cuivre (1) est supérieur par rapport au ligand
(1C50=335,78ug/ml) Cela indique que le complexe de cuivre Il est plus efficace que le ligand,

mais reste moins puissant que la vitamine C.

Les résultats de (Pinheiro et al., 2023) ne corroborent pas a nos résultats qui montrent
que les ligands libres ne présentent aucune activité antioxydante tandis que les complexes de
Cuivre 1l montrent une réaction particuliere. Le complexe de cuivre montre une inhibition

supérieure a nos résultats (5 pug/ml) avec un pourcentage de 86,1%.

Selon (Yusuf et al., 2023), les complexes de cuivre (I1) ont une activité de piégeage des
radicaux DPPH supérieure a celle de leurs ligands et du témoin (acide ascorbique). Ces résultats
corroborent a nos résultats qui prouve que les ligands libres et leurs complexes ont montré une
capacité de piégeage du DPPH supérieure a celle du témoin (acide ascorbique). Ces résultats
montrent que le complexe de Cuivre présente une vitesse de piégeage plus élevée par rapport
aux autres complexes testés avec une valeur d’ICsg trés proche de notre valeur (374,6 uM). Ces
résultats confirment que la chélation du ligand a I'ion Cu (I1) augmente l'activité antiradicalaire

des complexes.
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Conclusion générale

Dans le cadre de cette étude, nous avons procedé a I'évaluation de certaines activités
biologiques, pharmacologiques et antioxydantes d'un ligand de type base de Schiff, a savoir le

bis (4-pyridinecarboxaldéhyde) éthylénediimine, ainsi que de son complexe de Cu?*

Les résultats obtenus concernant les espéces bactériennes (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis Pseudomenas aeroginosa et Klebsiella
pneumoniae) ainsi qu'une espece fongique (Aspergillus niger), révelent que le complexe a
démontré des zones d'inhibition nettes a de faibles concentrations, en comparaison avec les
zones d'inhibition observées pour le ligand. Ce dernier a affiché une concentration minimale
inhibitrice (CMI) inférieure a celle du ligand dans le cadre de I'activité antibactérienne (5mg/ml
chez le complexe par rapport a 25mg/ml chez le ligand). En revanche, en ce qui concerne
I'activite antifongique, le complexe montre un effet supérieur & celui du ligand en présentant

des zones d’inhibitions plus marquées et de CMI plus faibles (1000ug/ml).

Le complexe de cuivre Il a montré sa forte capacité d’éliminer tout le biofilm bactérien
dans différentes concentrations (a partir de 10mg/ml) au niveau de I’activité antibiofilm. De
plus, il a prouvé aussi qu’il a un potentiel antiinflammatoire supérieur (77.03%) a celle du

ligand libre (47.37%).

En outre, dans I’activité antioxydante le complexe Cu (1) est plus efficace que le ligand
avec un ICsg plus faible (ICs0=335,78ug/ml par rapport a 608,9754ug/ml). Mais la vit C a
prouvé sa plus grande puissance antioxydante étant dix fois plus forte que le complexe et 17

fois plus forte que le ligand avec (ICs0=35 pg/ml) ce qui confirme son statut référence.

Enfin, le complexe est la sélection optimale pour assiéger, les bactéries les champignons

I’inflammation et le biofilm.

Pour conclure et ouvrir sur I’avenir il serait intéressant de poursuivre notre travail par des
études pharmaco-toxicologiques pour trouver la forme d’administration idéale dans le but de
développer de nouvelles molécules thérapeutiques contre certaines maladies comme le cancer
et utiliser en bio-imagerie in vivo et comme un agent antimicrobien et antioxydant sous forme

d’un conservateur des produits cosmétiques.
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Annexes

Annexe 01 : Matériel utilisé

+ Matériel non biologique

Tableau IV : Différentes matériel et produits chimiques utilisés

Bec bunsen

Micropipette

Vortex

Réfrigérant

Etuve de séchage

Microscope optique

Spectrophotométre

Lecteur de plaque

Eprouvette
Flacons stériles
Lames et lamelles
Papier filtre
Pince
Pipettes pasteur
Spatule
Tubes a essali
Tubes secs
Portoir
Plaque a 96 puits
Anse de platine
Pissette
Fioles

Seringue

Violet de Gentiane
Rouge congo
Glucose
Tampon phosphate
salin (PBS)
Acide ascorbique
(vitamine C)
Alcool
Indométacine
(comprimé anti-

inflammatoire)

Appareillages Verreries Reactifs et produits Milieux de culture
chimiques
Agitateur Ecouvillons stériles DPPH (- Milieux solides
magnétique Embouts 2,2’diphenyl-1- Gélose nutritif
Autoclave Erlenmeyer picrylhydrazyl) Mueller Hinton
Bain marie Béchers Meéthanol Gélose rouge Congo
Balance de précision Boites pétries Lugol Milieux liguides

Bouillon BHI
(BHIB)
Eau physiologique
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+ Matériel biologique
v Microorganismes testés

Tableau V : Souches microbiennes utilisées dans les activités biologiques.

Microorganisme o
] Souche Gram Référence
testé
Espece fongi A ill i ATCC
spece fongique spergillus niger
p giq perg g 1015
ATCC
Pseudomanas 9027
) Gram -
aerigunosa
o ] ATCC
Escherichia coli Gram -
8139
Souches Staphphylococcus ATCC
bactériennes aureus Gram + 6538
Klebsiella Souche
) Gram - o
pneumoniae clinique
Enterococcus ATTC
) Gram +
faecalis 49532

v' Prélevement et séparation du sérum biologique au laboratoire.

Figure 32 : Sérum biologique séparé
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Annexe 02 : Préparation des milieux de culture

Préparation du gélose nutritif Mueller Hinton

Dissoudre 38 grammes de la poudre Muller Hinton dans un litre d'eau distillée.
Bien mélanger a I’aide d’un agitateur.

Laisser reposer jusqu’a I’obtention d’une suspension uniforme.

Faire bouillir entre 30 secondes a deux minutes,

Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 30 min.

Versez doucement le liquide dans des boites de pétri de 4 mm d'épaisseur.

AN NN VT U N N

Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.

Figure 33 : Préparation du gélose Muller Hinton.
+ Préparation de BHIB
v" Mettre en suspension 37 g du milieu dans 1L d’eau distillée,
v Bien mélanger a I’aide d’un agitateur ;

v' Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 min.
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Annexe 03 : Dilutions et colorations

4+ Coloration des lames

Figure 34 : Coloration de gram (1: violet de gentiane -2: Lugol - 3: Fuschine

< Dilution du sérum et Indométacine

Phase préparatoire

Dilution

d’Indométacine

|

Solution mere:1 comprimé d’Indométacine
(400mg) dans 40ml d’eau distillée (vortex +
filtration)

Solution 1 (250ug /ml) : 500uL de la solution

mere dans 500ul d’eau physiologique

Solution 2 (125ug /ml) : 250uL de la solution

mere dans 750ul d’eau physiologique

Solution 3 (62.5ug /ml) : 12uL de la solution mére
dans 875uL d’eau physiologique

Dilution du

sérum humain

!

Mettre en
suspension 1ml
du sérum humain

avec 9ml d’eau

Figure 35 : Diagramme de la phase préparatoire de ’activité anti-inflammatoire.
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Annexe 04 : Résultats

4+ Résultats de ’activité anti-inflammatoire

Tableau VI : Densité optique du ligand et son complexe.

Concentration / densité optique Ligand (100 ug/ml) Complexe (100 pg/ml)
Molécule (solution test) 0,22 0,24
C (contréle Produit L) 0,11 0,137
D (contrdle Produit C) 0,192 0,079

Tableau VI1 : Densités optiques d'Indométacine.

Concentrations Pourcentage d’inhibition Densité optique
d’indométacine

62.5 pg/ml 31.5% 0.252

125 pg/ml 33.48 % 0.251

250 pg/ml 40.9 % 0.202

4+ Résultats de ’activité antibiofilm

Tableau V111 : Densités optiques du biofilm.

Concentration/ Densité optigue ~ Témoin  S.aureus A.niger Témoin
négatif positif
Complexe A (10mg/ml) 0,376 0,23 0,232 0,152 0,128
B (25mg/ml) 0,184 0,227 0,283 0,128 0,438
C (50mg/ml) 0,311 0,227 0,197 0,128 0,124
Ligand D (10mg/ml) 0,096 0,233 0,188 @ 0,153 0,101
E (25mg/ml) 0,056 0,2 0,164 0,15 0,1
F (50mg/ml) 0,132 0,234 0,167 = 0,142 0,15
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+ Activité antioxydante

Tableau IX : Résultats des absorbances et pourcentages d’inhibitions du ligand aux
différentes concentrations.

Concentration (ug/ml) Absorbance Pourcentage d’inhibition

10 0,6686 37,37941369
20 0,6756 36,72379882
40 0,6695 37,29512035
60 0,6748 36,79872623
100 0,6747 36,80809216
200 0,6895 35,421935

10000 0,6239 60,39149574

Tableau X : Résultats des absorbances et pourcentages d’inhibitions du complexe aux
différentes concentrations.

Concentration (png/ml) Absorbance Pourcentage d'inhibition
10 0,5728 46,35197153
20 0,5738 46,25831226
40 0,5767 45,98670038
60 0,5733 46,30514189
100 0,5728 46,35197153
200 0,5884 44,89088695
10000 0,4229 60,39149574

Tableau X1 : Résultats des absorbances et pourcentages d’inhibitions de 'acide ascorbique
(Vit C) aux différentes concentrations.
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Annexe 05 : Figures

Figure 36 : Lecteur de plaque

Figure 38 : Microplaque du biofilm.
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