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Résumé

Dans la présente ¢tude, les nanoparticules d’oxyde de zinc ont été préparées en utilisant 1’extrait aqueux des feuilles de
Chromolaena odorata. Ces nanocristaux biosynthétisés ont été caractérisés par diffraction des rayons X (DRX), la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), la spectroscopie a dispersion d’énergie de rayons-X (EDS), la microscopie
électronique a balayage (MEB) et a transmission (MET). Les résultats de la DRX sur la poudre préparée ont confirmé la présence
de ZnO, avec une taille moyenne estimée de 24 nm. Les images MEB et MET ont indiqué que les nanoparticules synthétisees
étaient de forme sphérique avec une bonne dispersion des particules. La spectroscopie FTIR a également confirmé la présence de
ZnO dans la poudre synthétisée grace a la présence de la bande localisée entre 800-500 cm™, qui est caractéristique des liaisons
(Zn—0) dans I’oxyde de zinc. L’activité antimicrobienne de nanopoudres préparées vis-a-vis des souches bactériennes E. coli et
S. aureus, ont démontré des effets inhibiteurs significatifs. Ces effets inhibiteurs étaient plus prononcés sur E. coli que sur S.
aureus avec des zones d’inhibition maximales de 16 et 14 mm, respectivement. Il se dégage que, cette méthode peut étre utilisée
pour la biosynthése écologique de nanoparticules d’oxyde de zinc stables ayant des propriétés antimicrobiennes.

Mots clés: Nanoparticules, oxyde de zinc, Chromolaena odorata, antibactérien.
Abstract

In the present study, zinc oxide nanoparticles were prepared using the aqueous extract of the leaves of Chromolaena odorata.
These biosynthesized nanocrystals were characterized by X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), X-ray energy dispersive spectroscopy (EDS), scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy
(TEM). XRD results on the prepared powder confirmed the presence of ZnO, with an estimated mean size of 24 nm. The SEM
and TEM images indicated that the synthesized nanoparticles were spherical in shape with good particle dispersion. FTIR
spectroscopy also confirmed the presence of ZnO in the synthesized powder through to the presence of the band localized between
800-500 cm™L, which is characteristic of the (Zn—Q) bonds in zinc oxide. The antimicrobial activity of the prepared nanopowders
against the bacterial strains E. coli and S. aureus demonstrated significant inhibitory effects. These inhibitory effects were more
pronounced on E. coli than on S. aureus with maximum inhibition zones of 16 and 14 mm, respectively.

It appears that this method can be used for the rapid and environmentally-friendly biosynthesis of stable zinc oxide nanoparticles
having antimicrobial properties.

KeyWords: Nanoparticle, zinc oxide, Chromolaena odorata, antibacterial.
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1. Introduction

L’oxyde de zinc dans sa phase de wurtzite est le plus
recherché parmi les autres oxydes a cause de sa stabilité
thermodynamique [1,2]. Il est trés attractif dans les domaines
des cosmétiques, pharmaceutiques et de médecine ou il a été
démontré que les nano cristaux de ZnO (selon leur taille)
exhibaient des propriétés antimicrobiennes [3].

Il est connu que, la résistance aux antibiotiques constitue un
défi majeur a résoudre dans le domaine médical pour le
traitement des maladies infectieuses [4]. Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé, la résistance
microbienne est une pandémie silencieuse, responsable de la
mort de 700 000 personnes par an, avec la possibilité
d’atteindre 10 million de morts d’ici 2050 [S]. Plusieurs
auteurs lient cette résistance a 1’utilisation inappropriée et
parfois croissante des antibiotiques conduisant ainsi a la
sélection de nombreuses souches bactériennes résistantes et
multi-résistantes [6]. La lutte contre cette résistance
bactérienne nécessite la découverte de nouveaux
antibiotiques mais aussi d’autres molécules permettant
d’inhiber les effets néfastes des bactéries. Les nanoparticules
(Nps) constituent I’'une des alternatives aux antibiotiques.
Parmi les nanoparticules, les ZnO-Nps sont les plus
prometteuses vis-a-vis des germes bactériennes résistantes et
multi-résistantes [1].

L’oxyde de zinc, un semi-conducteur a large bande interdite
(3,37 eV) [7,8] est utilisé comme antibactérien [9,11] a cause
de sa stabilité chimique, son faible codt, sa non toxicité et de
sa courte durée de vie dans I'organisme (quelques heures
seulement) [12].

Il existe plusieurs méthodes pour synthétiser les
nanoparticules [13-17]. Cependant, ces méthodes physiques
et chimiques sont consommatrices d’énergie, laborieuses,
chronophages, toxiques, nocives pour I'environnement et ont
un cott ¢levé de production. C’est ce qui a conduit a limiter
strictement leur utilisation [17, 18].

La méthode de synthése verte ou biosynthese, utilisant les
parties des plantes, des micro-organismes et des
champignons a laquelle nous nous sommes intéressés au
cours de cette investigation, est une alternative rentable et
respectueuse de ’environnement. Elle présente les avantages
d’une faible consommation d’énergie et de produits
chimiques, d’un fonctionnement simple, d’une efficacité
élevée, d’un faible coit de production et sont des procédures
écologiques et biocompatibles [17].

La fabrication de nanoparticules par les plantes est
privilégiée par rapport aux autres systemes biologiques, car
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les plantes sont omniprésentes et ont plusieurs parties dont les
extraits correspondants peuvent agir différemment par rapport
aux processus impliqués dans 1’utilisation d’autres matériaux
biologiques comme les champignons, les algues et les
organismes biogénes, etc. [3,19].

Chromolaena odorata (Asteraceae) est une plante a grandes
vertus, fertilisante et re-médiatrice de la pollution du sol par
des métaux lourds. Il contient des polyphénols, des stérols,
des polyterpénes, des tanins catéchiques, des alcaloides et des
saponosides [20-23]. Ces métabolites secondaires bioactifs a
fort potentiel de réduction ont motivé le choix de cette plante
comme source d’agents réducteurs et stabilisant dans la
synthése de nanoparticules [24, 25].

L’objectif de la présente étude est de synthétiser de
nanopoudres d’oxyde de zinc pur en utilisant une voie de
synthese rapide, facile, non toxique et écologique a partir
d’extrait aqueux de feuilles de Chromolaena odorata
(Asteraceae) et d’évaluer in vitro, leur activité antibactérienne
vis-a-vis de Escherichia coli et Staphylococcus aureus, deux
bactéries responsables d’infections nosocomiales.

2. Matériel et méthodes
2.1 Matériel

2.1.1 Matériel végétal: Les feuilles fraiches de Chromolaena
odorata (L.) R. M. King & H. Robinson (Asteraceae) ont été
récoltées au campus de I’Institut Supérieur Pédagogique de
Kikwit en Républiqgue Démocratique du Congo (05°02' 194"
S et 018°49'376" E) et ont été identifiées par comparaison
avec les spécimens disponibles a I’hebarium de 1’Institut
National d’Etude et de Recherche Agronomique (INERA)
de Kiyaka. Afin d’éviter la dégradation photochimique de ces
feuilles, elles ont été séchées a I’air libre, a ’abri du soleil et
a la température ambiante pendant deux semaines. Apres
séchage, ces feuilles ont été broyées en utilisant un broyeur
électrique de marque Electric Blender RAF, jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine qui a été ensuite conservée dans
un récipient en verre.

2.1.2. Souches bactériennes : Deux souches bactériennes
standards : Staphylococcus aureus ATCC 29213(Gram+) et
Escherichia coli ATCC 8739(Gram-), ont été fournies par le
Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Sciences
Pharmaceutiques de I’Université de Kinshasa.

2.1.3. Produits chimiques: Le sel précurseur inorganique
Zn(NOs3)2.6H20 (99,9%) et de I’eau bidistillée ont été fournis
par Aldrich Chemicals. Ces produits étaient de haute pureté et
ont été utilisés directement sans autre forme de purification.
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2.2 Méthodes

2.2.1 Préparation de ’extrait aqueux: L’extrait aqueux a
été préparé en mélangeant sous agitation magnétique, 50 g
de poudre de feuilles de Chromolaena odorata (L.) R. M.
King & H. Robinson (Asteraceae) avec 500 mL d’eau
bidistillée et le mélange a été chauffé a 80 °C pendant une
heure. Aprées filtration, I’extrait aqueux a été conservé a 4 °C
au réfrigérateur.

2.2.2 Biosynthése des nanoparticules: la procédure
expérimentale suivie pour la synthése de nanoparticules de
ZnO est celle décrite dans la littérature [26] avec de légeres
modifications. Un volume de 184 mL d’extrait de feuilles de
Chromolaena odorata (L.) R. M. King & H. Robinson
(Asteraceae) a été placé dans un bécher de 300 mL sous
agitation vigoureuse et 5, 9496 g de Zn(NO3),.6H,0 ont été
ajoutés a D’extrait de feuilles sous agitation. Aprés avoir
laissé la réaction se poursuivre sous agitation constante a une
température de 70 °C pendant 2 h , la solution a été
recouverte d’une feuille d’aluminium et conservée dans
I’obscurité pendant 18 heures pour éviter la réaction
chimique photo induite. La solution obtenue a été centrifugée
et la pate a été purifiée en la lavant trois fois avec de I’eau bi
distillée avant d’étre séchée au four pendant 10 h a une
température de 110 °C, puis calcinée a 500 °C pendant 2 h
pour obtenir des ZnO-Nps. Les ZnO-Nps obtenus ont été
stockés dans un récipient hermétique pour leur
caractérisation et leur utilisation au test antimicrobien.

2.2.3 Caractérisation: La nature cristalline et
I’identification de phases de nanoparticules synthétisées ont
été réalisées a l’aide d’un diffractometre des rayons X,
D/MAX-2550 X-ray (rayonnement Cu-Ko de A = 1,54056
A) avec un filtre en nickel.

La spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourier (FT-
IR) a permis d’obtenir des informations sur les groupements
fonctionnels des nanopoudres préparées a partir des modes
de vibration des I'oxyde de
L’enregistrement des bandes a été réalisé a 1’aide d’un
spectrophotométre infrarouge a transformée de Fourier
(Bruker Optic GmbH 2011) dans la gamme spectrale de 4000
a400cm™,

liaisons dans zinc.

La morphologie et la taille des nanopoudres ont été
déterminées par microscopie électronique a balayage (MEB)
et transmission (MET; Hitachi H-800).

2.2.4 Evaluation de l'activité antibactérienne: L'activité
antibactérienne a été évaluée sur deux souches bactériennes
(Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Escherichia coli
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ATCC 8739) par la méthode de diffusion en puits sur gélose
[27].

Ainsi, des boites de Pétri contenant la gélose Muller-Hinton
ont été ensemencées par écouvillonnage avec I’inoculum
réalisé a partir d’une culture microbienne de souches de 24 h
ajustée a 0,5 Mc Farland soit 10 bactéries/mL. Des trous
circulaires de 6 mm de diamétre ont été creusés de maniére
aseptique dans la gélose ensemencée a ’aide du gros bout
d’une pipette Pasteur stérile et remplis avec 50 pL des
différentes concentrations de nanoparticules. Un trou ayant
recu une solution de DMSO 10% a servi de témoin négatif et
la ciprofloxacine était utilisée comme contréle positif. Les
cultures ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures.

Aprées incubation, une zone autour du puits ou il n’y a pas eu
de croissance bactérienne (zone d’inhibition) a été observée.
Comme dans la méthode de Kirby Bauer, la lecture de
résultats a consisté a déterminer le diamétre de cette zone
d’inhibition a 1’aide d’une régle.

La gamme des concentrations des nanoparticules a été
obtenue en dissolvant 40 mg de la poudre de ZnO-Nps dans
10 mL de DMSO- Bouillon Muller Hinton (BMH). Ensuite,
des dilutions en série de base logarithmique 2 ont été réalisées
de 4000 pg/mL jusqu’a 15,625 pg/mL. Le DMSO est inerte
sur I’activité bactérienne [28].

L’appréciation de la sensibilité des souches bactériennes aux
nanoparticules a ét¢ faite selon 1’échelle utilisée par Moreira
et Mouas [29, 30] regroupant les bactéries en souches moins
sensibles (diamétre <8 mm), souches sensibles (diamétre
<8<14 mm), souches trés sensibles (diamétre <15 <19 mm) et
souches extrémement sensibles (diamétre >20 mm).

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été
déterminée par macro-dilution en milieu liquide selon la
méthode décrite par Sanogo et al. [31]

Ainsi, dans 10 tubes a hémolyse, 1 mL d’inoculum bactérien
a été mis en contact avec 1 mL de chaque concentration de
nanoparticules. Le tube témoin de croissance a recu 1 mL de
DMSO 10% en plus de ’inoculum alors que le tube témoin
de stérilité a recu seulement 2 mL de Bouillon Muller
Hinton (BMH). Ces tubes ont été incubés pendant 24 ha 37 °
C. Aprés I’incubation, une observation a I’ceil nu a été faite et
la CMI qui est la plus petite concentration a laquelle les
nanoparticules présentent une activité antibactérienne, a été
déterminée a partir de la plus petite solution ne présentant
aucun trouble.

3. Résultats et discussion

3.1 Analyse par diffraction de rayons-X (DRX)

https://jafrisci.org
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Figure 1. Diffractogramme de la poudre de ZnO préparée
avec les feuilles de Chromolaena odorata

En observant le diffractogramme de la poudre biopréparée
(Figure 1), les pics relatifs d’intensités différentes sont
localisés respectivement a des positions angulaires 2 Théta
d’environ ; 32° ; 36,5° ; 47,8°; 56,79°; correspondants
respectivement aux plans de réflexion (100), (101), (102),
(110), qui sont caractéristiques de la structure hexagonale
wurtzite (JCDS N°89-0510) [25, 32]. Le diametre moyen des
particules présentes dans la poudre a été estimé a 24 nm en
utilisant la formule de Scherrer.

3. 2 Caractérisation par spectroscopie infra-rouge a
transformée de Fourier (FTIR)

La bande d’absorption localisée entre 800-500 cm™ est
caractéristique des liaisons (Zn—0) dans 1’oxyde de zinc.
Ceci constitue une preuve plausible de I’obtention de I’oxyde
de zinc [33, 24].

La bande observée entre 1250-975 cm™ est caractéristique
des groupements (C—0O) des alcools (polyphénols). La
présence des polyphénols pourrait s’expliquer par la
présence d’une couche de composés organiques a la surface
de ZnO aprés calcination. Ceci est une preuve de la
participation des biomolécules a la formation et la
stabilisation de ces nanoparticules. La bande située a environ
1600 cm™? serait due a la présence des molécules d’eau
adsorbées a la surface de ZnO [35, 36].
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Figure 2. Spectre FTIR de nanoparticules de la poudre de
ZnO biosynthétisee

3.3 Analyse par spectroscopie a dispersion d’énergie de
rayons-X (EDS)

La composition élémentaire de 1’échantillon de nano-poudre
préparé a ¢été étudiée par spectroscopie d’énergic de
dispersion (EDS) et le résultat est illustré a la Figure 3 ou les
proportions montrent que la poudre synthétisée est constituée
de ZnO steechiométrique. La présence d’une petite quantité
d’environ 0,8 % de carbone détectée provient probablement
de la matiére végétale, qui a servi de revétement protecteur
pour empécher 1’agglomération des particules de ZnO [18].

Ce spectre EDS confirme davantage la présence de ’oxyde de
zinc comme ['ont révélé d’autres techniques de
caractérisation.

Eléments
CE

Atomes (20)
0.82

41.26

57,92
100

Zn K
oK
Total

Figure 3. Spectre EDS de ZnO-Nps préparées

3.4 Analyses morphologiques

La figure 4 présente la micrographie électronique SEM (a) de
nanoparticules d’oxyde de zinc préparées a base de I’extrait
aqueux de Chromolaena odorata (L.) R. M. King & H.
Robinson (Asteraceae). Cette figure montre que les poudres
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préparées sont de structures granulaires de forme sphérique
dont les grains sont trés petits et de dimensions
nanomeétriques.

La morphologie interne présentée par micrographie

électronique TEM (b) corrobore avec les images SEM
indiquant que les nanoparticules préparées sont sphériques,
de bonnes dispersion et cristallinité.

Figure 4. (a) Images SEM et (b) MET de ZnO-Nps
synthétisées

3.5 Evaluation de I’activité antibactérienne

Tableau 1. Concentrations Minimales d’Inhibition de la
croissance bactérienne en présence de ZnO-Nps

Souches bactériennes testées CMI (ug/mL)
Escherichia coli Gram- 62,5
Staphylococcus Gram+ 250

aureus

Les résultats de tests antimicrobiens obtenus (tableau 1 et
figures 5 et 6) montrent que les nanoparticules de ZnO
préparées ont un effet antibactérien contre les souches
testées. Cela est justifié par la présence de zones
d’inhibition allant de 3 a 16 mm et de 3 & 14 mm
respectivement pour E. coli et S. aureus avec des CMI
respectives de 62,5 et 250 pg/mL.

Des résultats similaires ont été rapportés en indiquant que les
ZnO-Nps ont une activité antibactérienne importante avec
des zones d'inhibition maximales de 15,8 mm pour E. coli, et
15 mm pour S. aureus, a une concentration de 2 mg/mL [2].
Majid et collaborateurs [37] ont observé des zones
d’inhibition de 9 mm pour E. coli et 8,5 mm pour S. aureus a
une concentration de 1 mg/mL; ce qui est un peu inférieur a
ce que nous avons observeé dans la présente étude.

Selon 1’échelle utilisée par Moreira et Mouas [29,30], les
souches bactériennes testées ne deviennent sensibles aux
nanoparticules préparées qu’a des concentrations de 250
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pmg/mL pour E. coli et supérieures a 500 pg/mL, pour S.
aureus. Cette sensibilitt est donc dépendante aux
concentrations des nanoparticules préparées et aux especes
microbiennes.

Nous remarquons que les nanoparticules de ZnO synthétisées
présentent une activité antibactérienne supérieure sur E. coli
(Gram-) que S. aureus (Gram+). Ceci est en accord avec
d’autres auteurs et peut étre attribué a la différence des
structures membranaires de ces deux types de bactéries. En
effet, les bactéries a Gram+ sont dotées d’une parOi
cellulaire épaisse et ont une teneur élevée en peptidoglycane,
ce qui les rend plus résistantes que les bactéries Gram-. Un
autre facteur possible est la facilité des interactions
coulombiennes entre les ions Zn chargés positivement et la
surface des bactéries a Gram-chargée négativement [38].

Bien que le mécanisme antimicrobien des nanoparticules
d’oxyde de zinc ne soit pas encore trés bien ¢élucidé, peu de
travaux dans la littérature 1’associent a un ou a la combinaison
des mécanismes suivants:

e L’accumulation de ZnO-Nps et la libération de Zn?*
dans la cellule bactérienne [39,41] ;

e L’interaction électrostatique entre Zn?* et la paroi
cellulaire microbienne conduisant a la destruction de
la paroi cellulaire et donc a la compromission de
I’intégrité cellulaire;

e La perte d’intégrité¢ cellulaire aprés contact des
matériaux ZnO et de la paroi cellulaire [38] ;

e La formation d’espéces réactives de 1’oxygene
(ROS) [25, 41].

La production d’espéces oxydantes réactives (ROS) a vie
courte par les ZnO-Nps, tels que les radicaux hydroxyles (OH-
), les radicaux superoxydes (0%), le peroxyde d’hydrogéne
(H20,), et I’oxygene singulet (O2°) est suggérée par plusieurs
auteurs comme mécanisme clé du potentiel antimicrobien des
ZnO-Nps. En raison de leur haute réactivité, les ROS
endommagent I’ADN, les membranes cellulaires, les
ribosomes, I’ARNm et les protéines et, en fin de compte,
entrainent la mort cellulaire [41, 42].

Les ROS peuvent aussi inhiber la traduction, la transcription,
’activité enzymatique et la chaine de transport d’électrons des
cellules [6, 43].
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Figure 5. Diamétres d'inhibition de S. aureus et E. coli
par ZnO-Nps

Figure 6. Exemples illustrant les diamétres d'inhibition de

E. coli (a) et S. aureus (b) par ZnO-Nps

Conclusion

Dans la présente ¢tude, les nanoparticules d’oxyde de zinc
sous forme de poudre ont été synthétisées en utilisant
I’extrait aqueux des feuilles de Chromolaena odorata
comme sources d’agents réducteurs, stabilisants et
protecteurs.

Ces nanopoudres ont été caractérisées par des techniques
physiques et spectroscopiques et leur composition a releveé la
présence 1’oxyde de zinc de forme sphérique avec une taille
moyenne de 24 nm. Les nanoparticules préparées ont montré
un effet inhibiteur vis-a-vis de E. coli et S. aureus.
Cependant, ces souches ne deviennent sensibles qu’a des
concentrations élevées de ces nanoparticules. C’est
pourquoi, nous suggérons 1’amélioration de leurs propriétés
antibactériennes par le dopage.
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