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Introduction



Depuis I’antiquité, I"'Homme, pour traiter et pour soigner les maladies, a utilisé plusieurs types
de plantes trouvees dans son milieu naturel, ces plantes contiennent plusieurs composés
naturelsactifs attribués aux metabolites secondaires qui possedent un tres large éventail
d’activité biologique. Dans la majorité des cas, ces substances secondaires ont un mécanisme
de défenses chimiques contre les micro-organismes (Mazari et al., 2010).

Les infections humaines causées par des champignons et des bactéries sont

augmentées considérablement dans les derniéres années (Fiori et al., 2013). Ce qui constitue
un probléme de santé publique a cause de leurs fréquences et leurs dégats. De méme, 1’échec
de I’antibiothérapie est parmi les événements non souhaitables survenant lors des traitements
de diverses pathologies telles que les maladies infectieuses, ces échecs sont des généralement
au développement de résistances aux antibiotiques par les microorganismes.Plusieurs études
suggerent que les remédes de médecine alternative, par les plantes médicinales, sont révélés
étre des éliminateurs sirs et efficaces de ces infections. Les plantes médicinales restent le
premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles sont considérées comme une source de
matiéere premiére essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise
au point de futurs médicaments (Maurice,1997).Ces plantes présentent une source
inépuisable de métabolites secondaires utilisés dans les fragrances, 1’agroalimentaire et
I’industrie pharmaceutique (Sasson, 1992). Selon I’OMS, en environ de 80 % de la
population mondiale, surtout dans les pays non développés, utilise les plantes médicinales
pour guérir diverses maladies. Ce taux tres élevé, peut étre expliqué par ’efficacité
thérapeutique de ces remedes naturels prouvée au sein de la population, leur disponibilité
immédiate, leur faible codt, et notamment apres 1’augmentation des effets secondaires nocifs
des médicaments (Schlienger, 2014).
Sapindus mukorossi Gaertn., un membre de la famille Sapindaceae, est couramment connu
sous plusieurs noms, en inde, tels que noisette, savane, reetha, et sabone dzair (dans la région
d’Alger). C’est un arbre a feuilles caduques largement cultivé dans les régions tropicales et
subtropicales d’Asie(George et Shanmuga,2014).Les fruits de Sapindus, a cause de sa
richesse en saponines,présentent plusieurs effets pharmacologiques, anti-inflammatoires,
antimicrobiens, des effets anthelminthiques, anti-dermatophytes(Chen et al., 2010).De plus,
ces fruits sont caractérises par leurs propriétés moussantes distinctes. 1ls sont également trés
utilisés dans les industries détergentes et cosmétiques.

Les shampooings sont probablement les produits cosmétiques les plus utilisés pour

nettoyer les cheveux et le cuir chevelu dans notre vie quotidienne (Mainkar,A et al.,.2001).



Un shampooing est une solution d’un détergent contenant des additifs appropriés pour
d’autres avantages tels que 1’amélioration du conditionnement des cheveux, la lubrification,
I’action moussante.Mais, leurs utilisations régulieres conduites a la sécheresse et a la chute
des cheveux, a une irritation du cuir chevelu et des yeux(Potluri et al., 2013). Actuellement,
les formulations a base de plantes sont considérées comme une alternative au shampooing
synthétique. Il existe un grand nombre de plantes médicinales, y’compris le Sapindus, qui
sont censés avoir des effets bénéfiques sur les cheveux et sont couramment utilisés dans la
formulation de shampooing (Shinde et al., 2013).

La présente étude s’inscrit dans le but d’apporter une meilleure connaissance sur les fruits de
Sapindus mukorossi. Elle a comme objectifs (i) d’évaluer de I’activité antimicrobienne
(antibactérienne et antifongique) des fruits de Sapindus mukorossi (ii) de formuler deux
shampoings biologique (le1® a base de Sapindus seulement et le 2°™ a base de Sapindus
&Daphne gnidium) et enfin, (iii) d’évaluer et comparer les propriétés physicochimique des
shampoings formulés avec un shampoing commercial.

Ainsi, ce travail s’articule autour de trois grandes parties :

— La premiere partie est une synthése bibliographique qui donne une présentation générale
del’espece utilisé ‘Sapindus mukorossi’, leur effets biologiques et thérapeutiques et sur les
produit cosmétiques naturelle et leurs importance.

— La deuxiéme partie décrit les méthodes et les mateériels utilisés lors des différentes parties
expérimentales.

— Latroisieme partie expose tous les résultats obtenus. S’ensuit une discussion de 1’ensemble

des résultats et une conclusion générale ou quelques perspectives ont été suggérees.



Chapitre |

Geneéralité sur Sapindus mukorossi



1. Généralités sur Sapindus mukorossi

Sapindus mukorossi (Fig.1) est un arbre appartenant a la famille des sapindaceae, cette
famille comprend environ 2000 especes (Rao et al., 2012). Elle a des feuilles caduques, et
elle est largement cultivée dans les régions tropicales et subtropicales de 1’Asie, et le nord de
1‘inde, dans les étendues les plus humides au pied de I’Himalaya, jusqu’a 1500m d’altitude
(Attri et al., 2017). Le fruit est couramment connu sous le nom de la noix de lavage, le ritha,
le reetha et le dodan, dans I’inde (Aneja et al., 2010). Cette plante est utilisée en médicine
traditionnelle pour traiter de nombreuses maladies telles que I’eczéma, la carie dentaire et
plusieurs infections bactériennes...etc. Aussi, elle est trés riche en saponines ayant des
propriétés moussantes importantes. 1ls sont également ajoutés aux shampooings, aux
détergents liquides, aux dentifrices et aux boissons comme émulsifiant et agent moussant de

longue durée (Upadhyay et Singh, 2012).

Figure 1 : Sapindusmukorossi(https://jardinage.ooreka.fr)



1.1. Taxonomie de la plante

SelonSuhagia et al. (2011) La classification botanique de la plante deSapindus mukorossiet
donné comme suite :

Régne : Plantae

Classe : Equisetopsida

Ordre : Rosanae

Ordre :Sapindales

Famille :Sapindacae

Genre : Sapindus

Espéce : Sapindus mukorossi Gaertn

1.2. Répartition Géographique

» Dans le monde
Sapindus mukorossi est une espéce, originaire d’Asie, largement distribuée de 1’Inde jusqu’au
Japon (Fig.2). C’est une espéce de zones ouvertes en climat pluvieux. Malgré son origine
subtropicale, cet arbre de petit développement montre une grande tolérance aux conditions de

culture et une certaine faculté d’adaptation (Varun et al., 2017).

@ """"“‘9)

Figure 02 : Répartition géographique deSapindus mukorossi(Varun et al., 2017).
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> En Algérie

Le Sapindus aété acclimaté dans divers pays. Autour de la Méditerranée, on le trouve
principalement en Algérie. L’administration coloniale frangaise préconisait, au début du XXe
siécle, I’intensification du Sapindus en Algérie (Journal la Quinzaine Coloniale de juin
1908).En Algeérie, les fruits sont vendus dans les drogueries pendant la guerre (1942/1945) ou
le savon faisait défaut. A Alger, le Sapindus, se trouve actuellement au niveau de quelques
établissements tels que, la faculté centrale d’Alger, ’hdpital Mustapha Bacha et a 1’Ecole
nationale supérieure agronomique et on le trouve aussi dans le Jardin d’essai d’El Hamma. A
Sidi Bel-Abbés, la plante a fait son apparition au niveau de 1’école d’agriculture (actuellement
Rectorat de 1’université) et du jardin public vers 1930. Ces arbres ont été plantés par JEAN

PAUL Théo professeur a I’école d’agriculture.

1.3.Etymologie
Selon Quattrocchi (2012) , le fruit Sapindus mukorossi, a plusieurs appellations selon les
pays. Il est nommé comme suit :

» Eninde : reetha

> Dans la chine : wuhuanzi

» Au Népal : ritha

» AuJapon : mukuro-ju
En Algérie, le fruit de cette plante porte le nom « Sabone Dzair » dans la région d’Alger et en
Kabylie.
1.4.Description botanique
Sapindus mukorossi oul'arbre a savon, est un arbre largement cultivé dans les parties
supérieures des indo-gangétiques, des Shivaliks et des régions sous-himalayennes a des
altitudes comprises entre 200 et 1500 m. Il forme un tronc court et une cime arrondie et
mesure de 4 a 15 m de haut selon I'endroit ou il pousse. Les feuilles alternes, caduques ou
persistantes (Fig.3) en fonction du climat, sont composées de 14 a 30 folioles disposées de
part et d'autre d'un axe central. La foliole terminale est souvent absente. En climat tempéré, le
feuillage vert foncé mat prend une trés jolie teinte jaune orangé a l'automne avant de chuter
(Aneja et al., 2010).



Figure 03 :Arbuste etfeuilles de Sapindus mukorossi(A. B)

Les fleurs (Fig.4) de 3 mm paraissent en panicules creme de 15 cm de diametre, en
extrémité de rameau et sont constituées de 5 pétales et de nombreuses étamines. La floraison a
lieu en fin de printemps. Elle donne naissance a un chapelet de billes vert clair devenant
marron rouge brillant en séchant, de 1 a 2 cm de diameétre. Il s'agit de drupes, des fruits a gros
noyau central entouré d'une pulpe, appelée péricarpe, que I'on sépare du noyau pour son

utilisation en noix de lavage.

Figure 04 : Fleurs deSapindus mukorossi (https://jardinage.ooreka.fr)

Les fruits sont des noix rondes de 2-2.5 cm de diamétre, charnu, de couleur brun

jaunatre, et contient a I’intérieur une graines de 0.8 a 1.3 cm de diametre (Fig.5).



La noix contient des saponines, une substance qui devient mousseuse au contact de I'eau, et se
comporte en véritable détergent naturel antibactérien et hypoallergénique que I'on peut ajouter
dans le lave-linge pour remplacer la lessive (Vipasha, 2017).

Figure 05 : Aspects des fruits et des graines deSapindus mukorossi (original)
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2. Composition, Propriétés phytochimique et biologiques du fruit de
Sapindus mukorossi

Face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, le développement de la
recherche sur les plantes medicinales a été orienté vers I'obtention de phytomédicaments. Ce
développement constitue une étape indispensable pour l'essor de tout un secteur lié aux
besoins non seulement de la thérapie, mais aussi de l'industrie agroalimentaire, de la
cosmétique et de la parfumerie. Les produits naturels sont traditionnellement utilisés pour
lutter contre diverses maladies car ils sont a I’origine de nombreux composés actifs présentant
de multiples effets thérapeutiques en plus ils constituent des modeles pour la synthése d’un
grand nombre de produits pharmaceutiques.

Les plantes sont également utilisées pour leurs propriétés antioxydante, anti-
inflammatoire, antibactérienne et antifongique. Cependant, en tant que sources de
médicaments, plusieurs plantes restent encore sous exploitées surtout dans le domaine de la
microbiologie médicale. Il est certain que la plupart des antibiotiques prescrits dérivent des
microorganismes. Actuellement, le potentiel thérapeutique des produits végétaux est
reconsideré et les études qui leurs sont consacrees abondent dans la bibliographie.

Sapindus mukorossi, est considéré parmi les plantes les plus utilisé dans la phytothérapie
surtout en inde. Elle est utilisé en médecine traditionnelle comme expectorant, émétique,
contraceptif, pour le traitement de la salivation excessive, de la chlorose et des migraines
(Suhagia et al. ,2011).

2.1. Composition phytochimique

Dans la phytothérapie et la pharmacologie, les études phytochimiques sont nécessaires
pour I’isolement, la purification et caractérisation de composés biologiques actifs, dans les
plantes.

Cette espece (Sapindus) n’a fait 1’objet que de quelques études phytochimique et
phytothérapeutique, de rares travaux scientifiques sont publiés sur le profilage et la
composition métaboliques de cette plante. Les principaux composants du fruit de Sapindus
mukorossi sont les sucres a une teneur de (10%), les mucilages et les saponines (10 a 11.5%)
(Upadhyay et Singh, 2012).

2.1.1. Les mucilages

Les mucilages se sont des complexes polysaccharidiques de sucre et d’acide uronique,
généralement formés a partir de la paroi cellulaire (Shah et Seth, 2010). Elles possédent un
noyau resistant a I'nydrolyse, constitué d'acides uroniques, unis a des oses fortement fixes et

également associés a des oses relativement labiles.
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Plusieurs caractéres permettent de les différencier des substances chimiquement
voisines, les pectines et les gommes. Les mucilages se dissolvent plus au moins au contact de
I’eau pour former des solutions colloidales ou des gels (Bruneton, 2012).

2.1.2. Les saponines

Les saponines sont les substances actives les plus importantes dans cette plante, et sont
des meétabolites secondaires hétérosidiques, fréquents rencontrés chez les végétaux supérieurs
en particuliers chez les dicotylédones. Le nom saponosides est dérivé du mot latin « sapo »
qui veut dire savon, qui évoque le caractére moussant de leur solution aqueuse (Boutaghane,
2013). Ces substances se forment généralement d’une partie aglycone appelée la génine et une
partie osidique, acide organiques (Bruneton, 1999). La partie osidique est la plus souvent
inactive, tout en exercant un effet favorable sur la solubilité du glucoside et son absorption.
L’effet thérapeutique est déterminé par la seconde partie (Boutaghane, 2013).

Les plantes a saponines, telle que la saponaire (Saponaria officinalis), la noix de
lavage (Sapindus mukorossi), ou le bois de Panama (Quillaja saponaria), ont été recherchées
pour leurs propriétés détergentes (Bechlem, 2018), et ont été aussi recherchées par I’industrie
pharmaceutique par ce qu’elles forment le point de départ pour I’hémi-synthése des
médicaments stéroidiens (Mors et al.,2004). Elles présentent plusieurs propriétés
pharmacologiques et sont employées dans la phytothérapie et dans l'industrie cosmétique.
2.1.2.1. Classification des saponines
Les saponines sont classés en deux groupes selon la nature de leur génine qui peut étre soit :
2.1.2.1.1. Les saponines a génines triterpéniques

Ils constituent la majorité des sapogénines des angiospermes dicotylédones (-liaceae,
Caryophyllaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Rosaceae...etc). (Sparg et al, 2004). Ce sont
des glycosides végétaux qui moussent dans I’eau et qui sont utilisés dans les détergents,
comme agent moussent ou émulsifiants et ont d’énormes implication médicinales. Les
saponines triterpéniques sont genéralement des dérivés de la B-amyrine et certains sont
¢galement des dérivés de 1’a-amyrine et du lupéol. Son noyau triterpénoide penta cyclique est

lié au sucre ou a I’acide uronique (Fig.6).
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Pentacyclic triterpenoids

Figure 06 : Structure des saponines triterpéniques

2.1.2.1.2. Les saponines a génines stéroidiques

Ils sont presque exclusivement présents chez les angiospermes monocotylédones
(Alliaceae, Agavaceae, Fabaceae, Solanaceae, Plantaginaceae)possedent un squelette de 24-
29 atomes de carbone de type Pentacyclique furostane (H) ou de type Hexacyclique (Fig.7).
IIs sont similaires aux sapogénines et liées aux glycosides cardiaques. Les saponines stéroides
ont la capacité¢ d’interagir médicalement et avantageusement avec les glycosides cardiaque,
les hormones sexuelles, la vitamine D et d’autre facteurs, conférant & ces composants

phytochimiques une grande importance médicale (Shah et Seth, 2010).

Tetracyclic tniterpenoids
(Steroidal saponins)

Figure 07 : Structure des saponines a génines sterordiques
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2.2. Propriétés biologiques de Sapindus mukorossi

Reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacologique, les saponines ; substances
majoritaires extraites des fruits du Sapindus mukorossi ont été intensivement étudiées au
cours des derniéres années (Francis et al., 2002).
Les saponosides a génines stéroidiques et triterpéniques exercent des activités biologiques tres
variées telles que :
2.2.1. Activité antibactérienne

Une étude réalisée par Ibrahim et al., (2006)a montré que les extraites a 1’éthanol et
au chloroforme de Sapindus mukorossi inhibaient la croissance d’Helicobacter pylori, a de
trés faibles concentrations, lorsqu’ils étaient administrés par voie orale pendant sept jours a
des rats males. Dans 1’étude in vitro, les isolats montrent une zone d'inhibition considérable a

tres faible concentration (10 ug /ml) et dans I’¢tude in vivo, I’infection a Helicobacter pylori a
été résolue avec des extraits a la dose minimale de 2.5 mg/ml.

2.2.2. Activité cytotoxique et antitumoral

De nombreuses saponines possedent une activité cytotoxique in vitro en vers une
grande variété de lignées cellulaires cancéreuses. Les valeurs d’IC 50 mentionnées dans la
littérature varient entre environ 4 ng/ml a 20 ug/ml en fonction de la nature des saponines et la
lignée cellulaires (Lacaille-Dubois, 2000).
Il existe plus de 11 classes distinguées de saponines, se sont révélés bénéfiques pour
I’inhibition de 1’angiogenese tumorale en supprimant son inducteur dans les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins, puis pour la prévention de 1’adhésion, de I’invasion et
de la métastase des cellules tumorales (Upadhyay et Singh, 2012).
2.2.3. Activité hémolytique
Depuis longtemps les saponines sont reconnues pour leur capacité a induire la formation des
pores au travers des membranes cellulaires et ainsi entrainer I’hémolyse des globules rouges
(érythrocytes). Cette propriété a amené la mise en place de tests hémolytique permettant la
détection des saponines dans les extraits de plantes. Toutefois, la forte activité hémolytique de
la plupart des saponines a freiné considerablement leur développement clinique en raison de
leur toxicité potentielle lors de traitements donnés sous la forme d’injections intraveineuses

(Bouragan, 2013).
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2.2.4. Activite fongicide

L’extrait brut de Sapindus mukorossi présente une forte inhibition de la croissance contre la
levure pathogéne Candida albicans, qui provoque une candidose cutanée. La fraction
saponines inhibe les champignons dermatophytes Trichophyton rubrum,Sabouraudites canis
et Epidermophyton floccosum (Upadhyay et Singh, 2012).

2.2.5. Activité insecticide

L’extrait éthanoliques de Sapindus mukorossi a montré son pouvoir répulsif et son activité

insecticide contre Sitophilus oryzae et Pediculus humanus (Suhagia et al,. 2011).
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3. Produits cosmétiques naturels

L’histoire de I’humanité semble indissociable des produits cosmétiques. De tout
temps, ceux-ci ont été les alliés des femmes et, souvent aussi, des hommes. Au fil des
époques, les mceurs et les habitudes se sont bien slir montrées trés différentes, mais les
produits cosmétiques ont toujours été présents. L’évolution de la cosmétologie est, depuis ces
derniéres années, considérable, notamment par le nombre de nouvelles substances qui
apparaissent et par la pression de plus en plus forte de leur réglementation. Le produit
cosmétique n’est plus ce produit qui devait tout a I’artificiel, au faux-semblant dans le but de
donner I’illusion d’une réalité ou plutdt de cacher cette réalité. La cosmétologie est devenue
une science, s’appuyant sur des faits précis d’ordre biologique et physicochimique et cette
nouvelle conception s’est définitivement imposée.

Les préparations a base de plantes sont populaires et jouent un réle important dans les
soins de santé primaires et individuels a domicile. La popularité des produits dérivés de
plantes utilisés dans les soins de santé a été attribuée a leur acceptation croissante et a leur
utilisation dans l'industrie cosmétique (Aburjai et Natsheh, 2003). Ainsi que 1’augmentation
des cofits publics liés a I’entretien quotidien de la santé et du bien-&tre personnels. Environ 1
400 préparations a base de plantes sont largement utilisées, selon une enquéte récente menée
dans les Etats membres de I'Union européenne. Les produits cosmétiques doivent étre sdrs
dans des conditions d'utilisation normales ou raisonnablement prévisibles. En particulier, le
raisonnement risque-bénéfice ne devrait pas justifier un risque pour la santé humaine
(Réglement E.U. 2009).Les extraits de plantes sont principalement ajoutés aux préparations
cosmétiques en raison de leurs constituants antioxydants (par exemple, les caroténoides, les
flavonoides et les polyphénols). En dehors de ceux-ci, des extraits de plantes ont également
été utilisés pour leurs propriétés anti-inflammatoires topiques (Kole et al., 2005).

3.1. Définition d’un produit cosmétique

On entend par produit cosmétique toute substance ou mélange destiné a étre mis en
contact avec les diverses parties superficielles du corps humain, notamment I'épiderme, les
systemes pileux et capillaire, les ongles, les lévres et les organes génitaux externes ou avec les
dents et les muqueuses buccales en vue, exclusivement ou principalement, de les nettoyer, de
les parfumer, d'en modifier I'aspect, de les protéger, de les maintenir en bon état ou de
corriger les odeurs corporelles.

Il existe deux types des produits cosmétiques; produits cosmétiques d’origine

chimiques et produits cosmétiques d’origine biologique.
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3.1.1. Les produits cosmétiques d’origine chimiques

Un cosmétique chimique est formulé a partir d’ingrédients de synthése issus de
I’industrie pétrochimique. Il y a quatre familles d’ingrédients : les principes actifs, les
excipients, les adjuvants et les additifs. Certains de ces ingrédients sont accusés d’étre nocifs
pour la sant¢é comme c’est les cas des parabénes (Goossens and Lepoittevin, 2003)
(Tableau 1).Des études menées par I’ASSAPS en 2005, « Agence frangaise de sécurité
sanitaire des produits de santé », Démontrent que I’utilisation des parabénes dans la
formulation cosmétique pourrait dans certains cas agir comme perturbateur endocrinien,
autrement dit contribuer a un déreglement hormonal. De plus, la plupart des procédés de
fabrication utilisés pour la transformation des matieres ont des effets néfastes pour
I’environnement (Kondepudi, 2011).

3.1.2. Les produits cosmétiques d’origine biologique

C’est un cosmétique qui maximise la contenance d’ingrédients naturels issus de
plantes et cherche a minimiser 1’utilisation d’ingrédients de synthése tout en interdisant
I’utilisation de certaines substances pétrochimiques (Tableau I). Un cosmétique bio est avant
tout respectueux de I’environnement de I’Homme et dispose d’une tragabilité sur toute sa
chaine de production. Il existe plusieurs types de ces produits tels que les
shampooings.(Kondepudi, 2011).

Des exemples de tels produits naturels orientés vers la beauté sont les régénérateurs
des tissus cutanés, les agents anti-rides et les cremes anti-age. Les produits de soin de la peau
tels que les cremes pour la peau, les toniques pour la peau, etc. dérivés de plantes médicinales
sont regroupés sous le nom de produits dermaceutiques (Hoarea et DaSilva, 1999).

3.1.3. Les shampooings

Les Shampooings sont probablement les produits cosmétiques les plus utilises,
produits pour nettoyer les cheveux et le cuir chevelu dans notre vie quotidienne (Ishii, 1997).
Un shampooing est essentiellement une solution de détergent contenant des additifs
appropriés pour d’autre avantages tels que 1’amélioration des cheveux, la lubrification, les
médicaments, etc...

De nombreuses plantes synthétiques, a base de plantes médicamentées et non
shampooing médicamenteux sont disponibles sur le marché, mais la popularité du
shampooing aux herbes chez les consommateurs est en hausse par ce que de leur conviction
que ces produits étant  d’origine naturelle sont sans danger et sans effets secondaire
Il'y a un grand nombre de plante médicinale qui auraient des effets bénéfiques sur les cheveux
et sont couramment utilisé dans la formulation de shampooing (Potluri et al., 2013). Il est
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extrémement difficile de préparé un shampooing aux herbes en utilisant un seul matériau

naturel qui serait plus doux que les synthétiques, et en méme temps serait concurrencer

favorablement ses propriétés moussantes détergentes et solides contenu(Shinde et al.,2013).

Tableau | : comparaison des ingrédients utilisés dans un produit cosmétique classique

(chimique)/produit cosmétique bio.

Exemple d’émulsion

Phase aqueuse
De 60 a 90 %

Phase grasse
De5a30%

Agents de texture
lipophiles

Actifs

Conservateurs

Parfum

Colorants

Produit cosmétique
Classique (chimique)

- Eau, eau distillée -

- Esters de synthése

- Paraffine liquide

- Substances minérales
issues

du pétrole

- Silicones

- Huiles végétales extraites a
chaud et par un solvant

- Alcool gras et silicones

- Molécule isolée par
extraction ou synthese

- D’origine synthétique ou
Naturelle

- Parabénes (méthyl-, éthyl-,
propyl-, butyl-)

- Phénoxyéthanol

- Formaldéhyde
- Chlorophéneésine

- Syntheétique

- Synthétiques
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Produit cosmétique bio

- Hydrolats chargés de
principes
- actifs provenant des plantes

- Huiles végétales de
premiére

pression & froid

- Cires naturelles (abeille,
carnauba)

- Triglycérides issus d’huiles
végétales (coco, palme)

- Cires végétales (carnauba,
candelilla)
- Cire d’abeille

- Actifs naturels : extraits
huileux, hydroalcooliques,
plantes, hydrolats, huiles
essentielles, vitamines...

- Conservateurs doux
autorisés par les labels :
acide sorbique,

acide dehydroacétique, acide
citrique, benzoate de sodium
- Extrait de propolis ou de
Pamplemousse

- Huiles essentielles
- Hydrolats

- Colorants naturels a base
de

minéraux, fruits, légumes,
plantes
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Objectifs du travail
Ce travail a pour buts :
+ D’évaluer Dactivité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) des fruits de
Sapindus mukorossi ;
+ De formuler deux shampooings biologique (le ler a base de Sapindus mukorossi et le
2eme avec un mélange entre Sapindus mukorossi et Daphne gnidium) ;
+ D’évaluer et de comparer les propriétés physicochimiques des shampooings formulés
avec un shampoing commercial.
Lieu et période d’expérimentation
La présente étude est réalisée, durant 3 mois (du 18 février jusqu’au le 27 Mai 2019),
au sein des laboratoires de microbiologie, de biochimie, de technologie alimentaire, et de
physiologie végétal, Faculté des Science de la nature et de la vie, Université Ibn Khaldoun de

Tiaret.
4.1 Matériel
4.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilise dans cette étude est composé des fruits du Sapindus
mukorossi quiont été collectés dans le jardin de 1’école nationale supérieure agronomique El
Harrach, Alger. Cependant, les graines de Daphne gnidium ont été obtenus sur le marché de
Tiaret, et ont été identifiés et authentifiés par un botaniste de I'Université Ibn Khaldoun Tiaret.
4.1.2. Matériel microbiologique

Le matériel microbien utilisé pour I’évaluation du pouvoir antimicrobien des fruits du
Sapindus mukorossi, des souches microbiennes référenciées ATCC (American Type Culture
Collection) ont été utilisées.

» Staphylococcus aureus 25923

» Escherichia coli 25922
Et deux levures (Condida albicans et Saccharomyces cerevisiae),toutesles souches utilisées
proviennent du laboratoire de microbiologie de 1’université Ibn Khaldoun Tiaret, a I’exception
de la levure de Condida albicans d’origine clinique privée (laboratoire d’analyse médicale
Dr. Bouziane).
4.1.3 Milieux de culture utilisée
Selon la méthode employée dans 1’essai, ainsi que la souche choisie, nous avons utilisé les

milieux de culture suivant :
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- Les milieux (Chapman, Hektoen) utilisée pour I’entretien des souches
bactériennes .
- La gélose de Mueller Hinton (MH) pour 1’étude de la sensibilité¢ bactérienne a

des extraits de Sapindus mukorossi.

— La gélose de I’extraits de levure de malte pour taster 1’activité antifongique.

4.1.4 Matériels de laboratoire (annexe A)
4.2 Méthodes

Les études ont été faites dans des conditions aseptiques, avec un matériel et dans une zone de
travail stérile.
4.2.1. Préparation des extraits

L’extraction a été réalisée selon la méthode de Aneja et al (2010). Brievement, Les
¢chantillons ont été soigneusement lavés a 1’eau courante puis a I’eau distillée. Par la suite,
ont été séché a une etuve (Memmert) a 28°C pendant cing jours. Apres le séchage, les fruits
ont été broyés en poudre par un broyeur électrique (Fritsch) et stocké dans des bouteilles
stériles et conservé loin d’humidité jusqu’a ’utilisation.

Trois solvants différents, a savoir 1’éthanol, méthanol et I’acétone ont été utilisé pour
I’extraction. Une quantité de 10g de poudre de fruits broy¢ a été trempée séparément dans 100
ml de chaque solvant : éthanol, méthanol et acétone a une concentration de 100% pour chacun
et le mélange a subi une agitation pendant 24h (Fig.8).

Par la suite, chaque mélange a été filtrée a ’aide d’un papier filtre, puis 1’extraits filtré
a été concentré a 1’aide d’une rota vapeur VE-11 (Heidolph) & une température inférieur a 40
°C. Puis, les extraits concentrée ont été séché dans une étuve a 35 °C pendant trois jours pour
donner finalement des extraits sec qui ont été stockée dans des tubes dans un congélateur a 4

°C jusqu’a I’utilisation ultérieure.
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Figure 08 : Différentes étapes pour la préparation des extraits de Sapindus mukorossi

4.2.2 Détermination du rendement en extraits
Le rendement de 1’extrait brut, pour chaque solvant, est définit comme étant le rapport entre la
masse de l’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétale traité. Ce rendement est

calculent via 1’équation suivante :

R(%) = me/mv x 100

Sachant que ;
R(%) : Rendement en % ;
Me : Masse de I’extrait apres 1’évaporation du solvant ;
Mv :Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction (Ronechtti et Russo, 1971)
4.2.3 Screening phytochimique des extraits

Dans le but de caractériser les extraits préparés a partir des fruits de Sapindus
mukorossi, des analyses qualitatives ont été effectuées. Cette étude permet de mettre en
évidence la présence De quelque groupes chimiques, surtout les métabolites secondaires tel
que : les tanins, alcaloides, les saponines....etc, dans nos extraits.

Ces groupes chimiques ont été caractérisés suivant les protocoles décrits dans les

travaux de (Georgeet Shanmugam ,2014).
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4.2.3.1. Détection des alcaloides (Test de wagner)
A quelques ml de filtrat, quelques gouttes des réactifs de Wagner (Annexe c) ont été

ajoutées. L apparition d’un précipité brun rougeatre confirme que le test est positif (Fig.09).
Figure 09 : test de détection des alcaloides
4.2.3.2. Détection des saponines
Pour la détection des saponines, 50 mg de DI’extrait est dilué avec 20ml de 1’eau

distillée (H20), la solution est agités dans un cylindre gradué pendant 15min. I’apparition

d’une couche de mousse de 2 cm indique la présence des saponines (Fig.10).

Figure 10 : Test de détection des saponines.
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4.2.3.3. Détection des acides aminés (Test de biuret)

2 ml de filtrat est traitée avec une goutte de solution de sulfate de cuivre & 2%, puis on ajoute
Iml d’éthanol (EtOH) a 95% et de I’excés de pastilles d’hydroxyde de potassium (NaOH). La
couleur rose dans la couche éthanoique indique la présence de protéines et des acides aminés
(Figll).

5 e

Figure 11 : Test de détection des acides aminés

4.2.3.4. Détection des stérols (Test de Liebermann Burchard)
50 mg de I’extrait a été dissous avec 2ml anhydrite acétique. Par la suite, une ou deux gouttes
d’acide sulfurique concentré ont été ajoutés lentement sur les cotés de 1’éprouvette. Un
changement de couleur montre la présence des phytostérols.
4.2.3.5. Détection des composes phéenoliques

+ Par le test de chlorure ferrique
50 mg de Pextrait a été dissous dans 5 ml de 1’eau distillé. Puis, quelques gouttes de solution
de chlorure ferrique a 5% (Fe Cl) ont été ajoutées. L’apparition d’une couleur vert indique la
présence des composés phénoliques.

4+ Par le test de ’acétate de plomb
50 mg de P’extrait a ét¢ dissous dans 1’eau distillé, aprés on ajoute 3ml de solution d’acétate
de plomb a 10%. L’apparition d’une précipitation blanche volumineuse indique la présence
des composés phénoliques.
4.2.3.6. Détection des flavonoides
Quelque mg de ’extrait est dissous dans 1’eau distillé et traitée, par la suite, avec une solution
d’hydroxyde d’ammonium a 10%. L’apparition d’une couleur jaune indique la présence des

flavonoides.
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4.2.3.7. Détection des phlobatanins
0.5g d’extrait a été dissous dans 1’eau distillée et filtré, le filtre a été bouilli avec une solution
d’acide chlorhydrique a 2%. La précipitation rouge montre la présence de phlobatanins.
4.2.4. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits
Le terme "agent antimicrobien” désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens, agent
antifongique... Ces agents sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies
transmissibles et prévenir les infections. Le mode d’action de ces agents sur les bactéries, les
levures ou les champignons peuvent étre : soit, par inhibition de la multiplication de ces
microorganismes, soit par destruction totale des microorganismes.
4.2.4.1. Prés identification des souches microbiennes utilisées
Les souches microbienne utilisées : E. coli, S. aureus sont des souches déja identifiées
et référenciées. On a vérifié leurs puretés d’abord par revivifications des souches en milieux
de cultures sélectives (chapman pour S.aureus et hektoen pour E.coli) et repiquages successif
suivie par quelgues tests incluant. Pour C. albicans, on I’a pris de milieu de culture sélectif
(Sabourand + chloramphénecol) et S. cerevisiae a été préparé a partir de levure de Boulanger.
+ Examen macroscopique
IT permet d’observer la taille, la forme, la couleur et ’aspect des colonies des souches.
+ Examen microscopique
e Etat frais
Cette technique permet d’observer la forme des bactéries et des levures a 1’état vivant pour
examiner leurs morphologies et leurs mobilités.
e Coloration de Gram
Cet examen a pour but d’observer la forme des bactéries (coque, bacille, coccobacille), ainsi
que le type de coloration de Gram positif ou négatif.
+ Examen biochimique
e Test catalase
Les souches bactériennes ont été examinées pour leur activité catalase qui a été révélée
en déposant sur une lame en verre propre, une colonie bactérienne en présence de H20> a 3%.

Une réaction catalase positive se traduit par I’apparition de bulles d'aires en 10 secondes.
4.2.4.2. Aromatogrammes

4.2.4.2.1. Préparation de I’inoculum des microorganismes

Pour chaque souche étudiée, I’inoculum a été préparé comme suit :

25



e A partir d’une culture pure de 24 h sur un milieu d’isolement racler a ’aide d’un
écouvillon quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
e Décharger I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologie stérile a 0,9% de sel (NaCl)
sauf, pour Saccharomyces cerevisiae qu’elle est transférer dans 1’eau distillée stérile.
e Ajuster la densité de ’inoculum a 0.5 Mc Farland (10 ® & 108 UFC/ml) a I’aide d’un
spectrophotomeétre a une longueur d’onde 625 nm pour les bactéries et 449 nm pour
les levures en ajoutant soit un fragment de colonie (pour augmenter la densité) soit de
I’eau physiologique stérile (pour diluer).
e L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de
I’inoculum (recommandation d’OMS, 2005).
4-.2.4.2.2. Méthode des diffusions des disques
La méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobienne en milieu solide dans un
boite de pétri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certain temps de contact
entre le produit et le microorganisme cible.
Ils ont classé le pouvoir antimicrobienne, en fonction des diameétres des zones d’inhibition de
la croissance microbienne en quatre classes:
L’effet du produit antimicrobien sur la cible est appréci¢ par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition (Hellal, 2011)
e Non sensible (-) ou résistante : diamétre <8 mm ;
e Sensible (+) : diametre entre 9a14 mm ;
e Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 a19mm ;
e Extrémement sensible (+++) : diamétre >20mm (Ponce et al.,2003).
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.
- L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger le maximum.
- Frotter 1’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosées, séché, de haut en bas en stries
serrees.
- Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la
périphérie de la gélose, et il faut recharger I’écouvillon dans chaque boite.
-a ’aide d’une pince stérile, nous prélevons un disque stérile (Les disques sont préparés a
partir du papier filtre de 6 mm de diameétre, puis elles sont transférées dans une bouteille,

ensuit a I’aide d’un un autoclave stérilisés les disques pondent 15 minutes a 120°C, puis
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stockés a une température ambiante dans des bouteilles hermétiquement fermé). nous
I’imbibons un volume de 10ul des différents extraits de péricarpe du Sapindus mukorossi
avec une gamme de concentration 1000mg /ml, 500mg/ml 250mg/ml 100mg/ml, 50mg/ml
25mg/ml, 12,5mg/ml 6,25mg/ml 3,12mg/ml 1,56mg/ml (Rasoanaivo et Ratsimamang-
urveg, 1993). Nous déposons le disque sur la surface de la gélose (3 disques pour chaque
boite), puis nous laissons diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes.

Nous incubons a 37c°® pendant 18 heures pour les bactéries et pour les levures 28¢c°
pondant 24 a 48 heures. Le témoin est réalisé dans la méme condition sans extraits.
4.2.4.2.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est un critére d’importance majeure, elle est jugée comme la plus faible
concentration au quelle on observe une réduction importante de la croissance microbienne
(aucun trouble visuel n’est observé).

Le principe de la méthode consiste a diluer la substance antimicrobienne a tester et a
inoculer le milieu avec les microorganismes.

L’extrait montrant la meilleure activité antimicrobienne, a subit des dilutions successives de
solution mere (SM =1000 mg/ml) (1/2, 1/4 1/10 1/20 1/40....) afin de déterminer la moindre
concentration donnant une zone d’inhibition. Cette concentration est considérée comme la

concentration minimale inhibitrice (CMI) (Salama et Marraiki,2010)
4.2.5. Formulation et évaluation de deux shampooings naturels a base de

Sapindus mukorossi

Le shampoing, un produit cosmétique, est la forme la plus courante de traitement
capillaire. Les shampooings sont principalement des produits destinés au nettoyage et
amélioration des cheveux et du cuir chevelu. Actuellement, il semble improbable que le
shampoing aux herbes, bien que de meilleure performance et plus sir que les synthétiques,
soit populaire aupres des consommateurs.Une approche de la vulgarisation du shampoing aux
herbes serait de changer les attentes des consommateurs vis-a-vis d’un shampooing, en
mettant 1’accent sur la sécurité et I’efficacité.

Cependant, Il est extrémement difficile de préparer un shampooing aux herbes avec un
seul matériau naturel (une seule plante), plus doux et plus slr que les synthétiques, tout en
concurrencgant favorablement ses propriétes moussante, détergente et solide.

Le phénomeéne de synergie qui est un fait reconnu par tous les spécialistes des plantes a peut
étre prouvé scientifiquement ; donc pour donner plus d’efficacité aux fruits de Sapindus

mukorossi, on a ajouté 1’extrait d’une autre plante appelée Daphne gnidium qui est connue par
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leurs vertu phytothérapeutique et son utilisation populaire (en Algérie) dans les traitements
des cheveux.

Cette partie de notre travail a été concue pour formuler un shampoing aux
herbes (Sapindus mukorossi seule/ou combinée avec Daphne gnidium), évaluer et comparer
ses propriétés physicochimiques avec un shampoing synthétique commercialisé, a la
recherche d'un produit cosmétique sdr et efficace.
4.2.5.1. Préparation des extraits des plants

100 g de péricarpe de fruit de Sapindusmukorossi et de Daphne gnidium ont été lavées
a l'eau courante pour éliminer les substances étrangeres, homogeénéisées et bouillies a I'eau
chaude pendant 4 h.

Les péricarpes Sapindus mukorossi ont été extraits par la méthode de macération a
froid en utilisant de I'alcool éthylique a 70% comme solvant

Les extraits de Daphned gnidium ont également été préparés par la méme méthode que
Sapindus et en utilisant le méme solvant (I’éthanol)
4.2.5.2. Formulation des shampooings

Dans le premier shampoing on n’a utilisé que 1’extrait de Sapindus (9 g) (Tableau 3).
Alors que, pour le 2eme shampoing, les extraits de plantes ont été mélangés avec des
proportions égales (Tableau II). Par la suite, pour chaque shampoing, le extraits a base de
plantes ont été ajoutés a une solution de gélatine a 10% et ont été mélangés par agitation
pendant 20 min. Puis, 1 ml du jus de citron (en tant que antioxydant) et 1 ml d’acide
salicylique (en tant que conservateur) ont été ajoutés sous agitation. Enfin, le pH de la
solution a été ajusté en ajoutant une quantité suffisante de solution d'acide citrique a 1%.

Quelques gouttes d'huile essentielle de la lavande ont également été ajoutées pour
donner I'aréme partiel des shampooings préparés et le volume final a été complété a 100 ml

avec une solution de gélatine.
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Tableau Il : Composition du deux shampooings aux herbes formulé.

Matériel Quantité pour Quantité pour
shampoing 1 shampoing 2
Extrait de Sapindus 99 45¢g
Extrait de Daphen gnidium / 459
Jus de citron 1ml 1ml

Acide salicylique

1 ml de solution a
0,05%

1 ml de solution a
0,05%

Solution de gélatine

Selon les besoins

Selon les besoins

Acide citrique

Selon les besoins

Selon les besoins

Huile essentielle

0,1ml

0,1ml

4.2.5.3. Evaluation des shamooing formulés et commercial

Pour évaluer la qualité des formulations préparées et commerciales, plusieurs tests de
contr6le de la qualité, notamment des évaluations visuelles et des tests de performances de
conditionnement physico-chimiques, ont été réalisés (Rakesh et al., 2010).
4.2.5.3.1. Aspect physique/ inspection visuelle

Les formulations préparées ont été évaluée pour sa clarté, sa couleur, son odeur et sa
capacité a produire de la mousse (Aghel et al, 2007).
4.2.5.3.2. Capacité moussante

La capacité moussante des shampooings formulés a été déterminée en utilisant la
méthode de cylindre. Brievement, 50 ml de la solution des shampooings formulées ou
commerciale a 1% ont été placé dans un cylindregradué de 250 ml, puis le cylindre est
recouvrit avec la main et agité 10 fois. Le volume total de la teneur en mousse aprés 1 min
enregistré. La stabilité de la mousse a été évaluée en enregistrant le volume de la mousse
apres 1 min et 4 min de test d’agitation (Klein, 2004).
4.2.5.3. 3. Test de temps de mouillage

Un papier canevas a eté découpé en disques de 1 pouce (2,5 cm) de diamétre, pesant
en moyenne 0,44g. La surface lisse du disque a été placée sur la surface d'une solution de
shampooing a 1% V/V et le chronometre a été démarré. Le temps requis pour que le disque
devienne complétement humide a eté noté comme le temps de mouillage (Manikar et
Jolly,2000) (Fig.12).
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Figurel2 : Test de mouillage
4.2.5. 3. 4.Détermination du pH
4.2.5.3.4. Détermination du pH

Le pH d’une solution de shampooing a 10% V/V dans ’eau distillée a été¢ mesuré en
utilisant un pH-metre (Hanna) a une température ambiante (Tarun et al. 2014).
4.2.5.3.5. Test de dispersion de saleté

Deux gouttes de shampooing ont été mises avec 10 ml d’eau distillée dans un tube a
essai (pour chaque type de shampooing). Dans chaque tube, des gouttes d’encre de chine ont
été ajoutés, puis les tubes ont été bouchés et agités dix fois.
La quantité d’encre dans la mousse était indiquée par la rubrique telle que (i) aucune, (ii)

Iégere, (iii) modérée ou (iv) forte (Ali et Kadhim, 2011).
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4.3. Protocole expérimental

Le protocole expérimental adopté dans cette étude (pour les eux parties: activité

antimicrobienne et formulation des shampooings) est celui décrit dans la figure n°13 :
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Chapitre V

Reésultats et discussion
I



5.1. Taux d’extraction

L’extraction est une étape importante dans I’étude et I’isolement des composés bioactifs
des plantes. Au cours de I’extraction les solvants diffusent dans le matériel végétal solide et
solubilisent les composés qui ont une polarité similaire (Tiwari et al., 2011).
Les fruits de la plante de Sapindus mukorossi ont été soumis & une extraction en utilisant le
méthanol, I’éthanol et I’acétone comme solvants d’extraction. Apres évaporation de méthanol
et d’acétone, un résidu sec d’extrait brut a été obtenu ayant un poids 3.7g ce qui correspond a
un rendement de 37,4%, pour les deux solvants. Cependant, 1’évaporation de 1’éthanol a
donné un résidu sec de 2,7 g, soit un rendement de 27,8% (Tableau I11).
En outre, ces extraits obtenus a partir de différents solvants ont montré de caractéristiques
morphologiques différentes varie en fonction de solvant. Les résultats de la couleur et de
I’aspect, sont indiqués dans le tableau Ill. L’extrait acétonique (EAcOEt) a présenté un
aspect de poudre avec une couleur vert claire ; cependant les deux autres extraits ont un aspect
pateux avec une couleur rouge pour 1’extrait méthanolique (EMeOH) et marron pour I’extrait

éthanolique (EEtOH).

Tableau 11 : Caractéristiques organoleptiques des extraits : éthanolique, méthanolique,
acétonique.
Caractéristiques
Aspect Couleur Masse | Rendement
Extraits (9) (%)
AcOEt Poudre Vert claire 3.744 37.4
MeOH Pate Rouge 3.744 37.4
EtOH Pate Marron 2.78 27.8

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par MAHMOUDI et al., (2013) qui ont trouvéque
I’acétone comme meilleur solvant d’extraction avec un rendement de 19.29% suivi par le
méthanol avec la valeur (14%).

La différence dans les polarités des solvants d’extraction influence la solubilité¢ des
constituants chimiques d’un échantillon ainsi que le rendement d’extraction (Sulaiman et al.,
2011). Cette variabilité en terme de teneur est probablement due au fait que la solubilité des

composés phéenoliques est influencee par le type de solvant utilisé (Tsao, 2004).

33



De méme, le rendement d’extrait est influencé par plusieurs facteurs comme la
température,
le temps de la macération, le ratio masse matiere végétale/ volume du solvant extracteur, car
ils sont capable de modifier le transfert de la matiére dans I’extraction solide-liquide
(Yrjonen, 2004). Cequi explique les teneurs obtenues avec les quatre solvants utilisé.
5.2. Screening phytochimique des exrtraits

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits des fruits de Sapindus
mukorossi en utilisant des réactifs spécifiques de révélation basés sur des réactions de
précipitation et de turbidité ou un changement de couleur spécifique.
Le tableau IV et la figures 14 représentent les résultats des propriétés phytochimique des
extraits de Sapindus mukorossi.

Tableau IV : Analyses phytochimique des extraits de Sapindus mukorossi

Extraits
Aceétone Méthanol Ethanol
Test phytochimiques
Test des alcaloides ++ ++ ++
Test des flavonoides + + +
Test des acides aminés B _ ~
Test des saponines +++ +++ 4+
Test des composés ++ ++ ++
phénoliques
Test des stérols ++ ++ ++
Test des phlobatannins + + +
Sachant que :
+ - Négatif
+ +: positif

+ +++: Fortement positif
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Figure 14 : (A) Différents tests phytochimique, (B) : résultats de test de saponines

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau IV et les figures 14,15 si dessus, nous
avons noté que le fruit de Sapindus mukorossi, est trés riche par des composants tels que les
saponines, alcaloides, flavonoides, les phlobatanins, les composé phénolique, les phytostérols
alors que le teste des acide aminé a revéte en résultat négative.

Sapindus muksioros, est parmi les plantes les plus utilisés dans les domaines
pharmaceutiques, et medicinals surtout dans les domaines cosmétiques.

Un criblage phytochimique qualitatif par conformation chromatographique a été élaboré pour
le péricarpe de fruit de Sapindus mukorossi en vue d’une caractérisation des substances
chimique susceptible d’étre explorés a plusieurs échelles.

Cette étude phytochimique réalisée sur Sapindus mukorossi présenté des résultats identiques a
ceux obtenus dans autre travaux, (George et Shanmugem ,2014) et (Marvedenez ,2016) ont
trouvé que le fruit de Sapindus mukorossi , provenant dans la région d’Inde contient des
flavonoides , des tanins , des alcaloides, des phytostérols ,des acide aminé des saponines et de
composé phénolique, de méme 1’étude mené par (Ibrahim et al.,2006) aussi provenant dans
I’inde a permis de révéler la présence des phytostérols, les saponines, les flavonoides et aussi
les acides aminé et I’absence total des alcaloides ,des glucosides , des tannins.

Cette différenciation est expliqué par une différence au niveau de plusieurs paramétres soient
géographiques, physicochimique ou géologique tels que ; la différence de site de récolte y
compris I’environnement la topographie, la lumiére, la saison, la procédure d’extraction

utilisé ...... ect.
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Les métabolites primaires sont communs pour toutes les espéces et peuvent étre

subdivisés aux protéines, lipides .glucides et acides nucléiques (Shinde,2013) Les métabolites

secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans I’organisme de la plante.

5.3. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des trois extraits a été évaluée sur quatre souches microbienne

(deux bactéries et deux levures) cette activité a été réalisé par la méthode des disques d’agar,

le pouvoir antimicrobienne a été obtenu par la mesure des diamétres des zones d’inhibition.

Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits de Sapindus

mukorossi ont été présentées dans le tableau V.

Tableau V : Activité antimicrobienne des extraits de Sapindus mukorossi

Souches
S .aureus E.coli C .albicans S. cerviceae

Extraits
Méthanol - - - +
Ethanol - - - +
Acétone + - - +
Témoin - - - -

- = Négatif + =Positif

Le tableau montre une activité antibactérienne sur la bactérie de S.aureus dans 1’extrait

acetonique et antifogique sur la levure de S.cerviceae avec les trois extraits de Sapindus

mukorossi, et aucun effet a été observé sur la bacterie E.coli et la levure C.albicans.

5.3.1. Effets antibactériens des extraits de sapindus mukorossi

Les valeurs des zones d’inhibition des extraits de Sapindus mukorossi a 1’egard d’E.coli et

S.aureus sont montrées dans le tableau VI
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TableauVIl: Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits et témoins négatifs a

différentes concentrations sur E.coli et S.aureus

Extraits (100%) Dilution E.coli S .aureus
Acétone 1000 - 13
500 - 10
250 - -
100 - -
50 - -
25 - -
12,25 - -
6,12 - -
3,06 - -
1,53 - -
Méthanol 1000 - -
500 - -
250 - -
100 - -
50 - -
25 - -
12,25 - -
6,12 - -
3,06 - -
1,53 - -
Ethanol 1000 - -
500 - -
250 - -
100 - -
50 - -
25 - -
12,25 - -
6,12 - -
3,06 - -
1,53 - -

Témoins - - -

- : inhibition de la croissance
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Figurel6: Activité antibactérienne de Sapindus mukorossi(Originale 2019)

D’aprés ces résultats, on constate que 1’extrait acétonique a 100% montre une activité
antibactérienne contre S.aureus avec une zone d’inhibition de (13+6), par contre aucun
activité n’a été observée avec les autres extraits (méthanol, éthanol).

Ce qui confirme par les travaux de Marvedenez ,(2016) on trouve avec I’extrait
acétonique a 100% la zone d’inhibition pour S.aureus était observée supérieure a 12,5mg /ml.

Par contre 1’étude fait par Aneja et al.(2010) indique 1’absence de 1’activité inhibitrice
de Sapindus mukorossi n’a été démontrée sur S.aureus.

Les résultats montrent qu’aucun extrait n’a exercé un effet antibactérien vis-a-vis la
souche bactérien E.coli ; ce qui pourrait étre expliqué par la structure de la paroi externe des
Gram négatifs qui s’oppose a la pénétration des molécules bioactives (Tiari et al.,2009).
Mervedeniz et al .( 2016) montre que la croissance d’inhibition pour E.coli a été observée
12,5 mg/ml.
5.3.1.1. Détermination des CMI des extraits de sapindus mukorossi
Les résultats de la détermination des CMI sont illustrés dans le tableau V11

Tableau VII : Concentration minimales inhibitrices des extraits de S. mukorossi sur la souche

bactérienne S.aureus.

Extrait CMI (mg/ml)

Sapindus mukorossi

Acétone méthanol éthanol

S.aureus

500 - -
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Les résultats présentent dans le tableau VII montrent une activité dans 1’extrait acétonique
a 100% sur S aureus ; avec une CMI de 500mg/ml. Par contre aucune effet a été observé sur
les autres extraits éthanolique et méthanolique.

Les études Oumaskour et al. (2012) ont montré que les bactéries a Gram positif présentent
une sensibilité supérieure a celle des bactéries a Gram négatif.

Masiba et al.(2009) expliquent ce phénoméne , en considérant que la résistance d’E.coli
Gram négatif aux agents antimicrobiennes est liée a la présence d’une enveloppe qui
comprennent une membrane cellulaire riche en LPS (lipopolysaccharides) ce qui limite
I’acces des agents antimicrobiennes & leur cibles dans les cellules bactériens sont en contact
avec I’enveloppe bactérienne, contrairement aux bactéries Gram positif qui sont moins
protégées contre les agents externe ( détergent et antibiotique ).Dans I’ensemble, la souche
bactérienne testées a Gram positif était plus sensibles que les Gram négatif.

5.3.2. Effet antifongique des extraits de S. mukorossi sur C.albicans et S.cervisiae
Les valeurs des zones d’inhibition les extraits de S.mukorossi sont montrés dans le tableau
VIII.
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TableauVIIl : Les zones d’inhibition des extraits et témoins négative a différentes

concentration sur C.albicans et S .cerviciae

Extraits Dilution S.cerviciae C.albicans
Acétone 1000 30 mm -
500 18 mm -
250 14 mm -
100 13 mm -
50 12 mm -
25 9,4mm -
12,25 - -
6,12 - -
3,06 - -
1,53 - -
Méthanol 1000 16mm
500 14mm -
250 13mm -
100 11mm -
50 9mm -
25 - -
12,25 - -
6,12 - -
3,06 - -
1,53 - -
Ethanol 1000 18mm -
500 17mm -
250 12mm -
100 11mm -
50 8,5mm -
25 - -
12,25 - -
6,12 - -
3,06 - -
1,53 - -
Témoins - - -

- 1 inhibition de la croissance
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Figure 17: Activité antifongique de 1’extrait de Sapindus mukorossi (Originale 2019)

D’aprés les données il est évident que les trios extraits de S.mukorossi c’est-a-dire
acétonique, méthanolique et éthanolique ont montrés une activité inhibitrice antifongique
contre S.cervicaie, dont le diameétre moyen de la zone d’inhibition le plus élevée est de 30 mm
a survécu jusqu’a 25 mg/ml dans I’extrait acétonique.

De méme 1’étude méne par Aneja et al.(2010) montre une activité inhibitrice antifongique
contre la levure de S.cerviciae a une zone d’inhibition et de 29,65 mm dans I’extrait
acetonique.
Les résultats du tableau VIIImontrent qu’aucune effet d’inhibitrice n’a été observée avec tous
les extraits de S.mukorossi vis-a-vis C.albicans.
Ce que confirmé par les travaux Aneja et al.(2016), Siger et al.(2016) et Denz kose,(2016).
Par contre I’¢tude fait par Upadhyay et Singh .(2016), a montré que 1’extrait de S.mukorossi
présente une forte activité inhibitrice, contre la levure pathogene (C.albicans).
Les levures du genre candida sont les plus fréquente en pathologie humaine C.albicans qui est
les plus fréquent puisque saprophyte de tube digestif de ’Homme ( Koenig ,1995) cette
levure peut se comporter en pathogeéne et présenter un caractére invasif c¢’est le principal agent
des candidoses cutanéo-mugueuses, mais aussi des candidoses systémiques et des candidoses
disséminées.

Des especes de candida sont considérées comme résistantes ou flucorazole peuvent se
révéler résistantes a cet agent par induction de mécanisme d’efflux ou par mutation du gene.
5.3.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des extrais de

S.mukorossi
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Les résultats de la détermination de la CMI des extraits de S.mukorossi sont présentés dans
le tableau I1X
Tableau IX: Concentration minimales des extraits de S.mukorossi

Extraits CMI (mg/ml)
Acétone 25
Méthanol 50
Ethanol 50

L’extrait acétonique a exercer un effet sur S.cerviciae avec une CMI de 25mg/ml, par contre
I’extraits méthanolique et éthanolique ont montré avec une CMI de 50 mg/ml.

5.4. Formulation des Shampooings aux herbes

Deux shampooings aux herbes pures ont été formulés (Fig.18), le premier en utilisant les
extraits de Sapindus seuls, et le deuxieme en mélangeant une solution aqueuse extraite
alcoolises de Sapindus et de Daphen gnidium.

Ces matiéres végétales contiennent des composes phytochimiques tels que les saponines,
des tensioactifs naturels possédant de bonnes propriétés détergentes et moussantes.L’extrait
de Daphen gnidium a été ajouté en tant qu'agent de conditionnement et enrichissement.

Un bon shampooing doit avoir une viscosité suffisante pour faciliter le retrait de la
bouteille, mais ne doit pas s'égoutter des cheveux pendant l'utilisation. Une variété de
matériaux naturels est disponible pour étre utilisée comme adjuvant de viscosité. Nous avons
utilisé une solution de gélatine a 10% a cette fin, car elle montre un comportement
pséduoplastique et forme des solutions claires. L'acide citrique a été ajouté pour ajuster le pH
au niveau souhaité. Du jus de citron (1 ml) a également été ajouté en tant qu'antioxydant
naturel, agent chélatant et agent antipelliculaire pour maintenir le pH acide de la formulation.
Le shampooing a également été préservé par l'ajout d'une petite quantité (I ml) d’acide
salicylique pour remplacer le conservateur le plus utilisé « le méthylparaben », qui a des effets
nocifs sur la santé. La formule finale du shampooing préparé est présentée dans le tableau 3
(M&M).
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Figl8 : Les deux shampooings formulés, (A) : a base de S.mukorossi et D.gndium (B) : a base de S.mukorossi

5.4.1. Evaluation des Shampooings
L’efficacité des formules a base de plantes et du shampooing commercial a été évaluée en
effectuant des tests physico-chimiques simples dont les résultats sont présentés ci-dessous.
5.4.1.1. Aspect physique/ inspection visuelle
Un shampooing comme toute autre préparation cosmetique devrait avoir une bonne apparence
physique attirante. Les shampooings formulés et commercialisé ont été évalués pour leurs
caractéristiques physiques telles que la couleur, I'odeur et la transparence (tableau 11). Notre
premier shampooing préparé a été blanchatre, et avait une bonne odeur. Cependant, le
deuxiéme a été de couleur vert foncé avec une bonne odeur. Aucune différence significative
n'a été observée en termes d'odeur, de transparence et de caractéristiques moussantes entre le
shampooing commercial et les shampooings formulés, a I'exception de la couleur.
54.1.2. LepH

La plupart des shampooings sont formulés comme neutre ou légerement alcalin pour
minimiser les dommages aux cheveux. Le pH du shampooing contribue également a
minimiser ’irritation des yeux, améliore la qualit¢ de cheveux et de maintenir 1’équilibre
écologique du cuir chevelu (Baran et Maibah, 1998). Le pH du shampooing commercial
testé était compris dans la range preférée (entre 7 et 5) (tableau 11). Des valeurs équilibrees
en acide ont été observées avec le shampooing commercial. Cependant, le pH des
shampooings formulés est de 3,68 pour le premier shampoing (de Sapindus mukorossi) et de
3,61 pour le deuxieme shampoing (de Sapindus mukorossi + Daphen gnidium) (tableau 11).
Donc ils ont montré des shampooings acides qui peuvent étre ajusté par des solutions

alcalines naturelles.
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5.4.1.3. Capacité moussante et stabilité de la mousse

La mousse est trés importante pour le consommateur et ’utilisateur, et par conséquent, il est
considéré comme un parameétre important dans 1’évaluation du shampooing.

Tous les shampooings testés produisent le méme volume de mousse pendant 5 min, ce qui
montre que leurs mousses ont des bonnes stabilités. Pour le shampoing commercial, la mousse
a eté de 5 cm apres 1 min, puis elle a diminuée a 4,5 cm aprés 4 min. cependant, pour le
premier shampoing formulé, la mousse a été 6.8 cm, au début et apres 4 min elle a diminué
a4, 5 cm et pour le deuxiéeme shampoing elle a été 4 cm au debut et apres 4 min elle a diminué
3.4 cm) (Fig.19).

\
\

Figure 19 : Volume de mousse des shampooings

5.4.1. 4. Temps de mouillage

La capacité de mouillage d’un surfactant dépend de sa concentration est couramment utilisée
pour tester son efficacité. La méthode de disque de toile est un test rapide, efficace et fiable
pour évaluer la capacité de mouillage d’un shampooing (Manikar et Jolly, 2000). Le temps
de mouillage des trois shampooings a été trouvé dans 1’ordre 187<243<322 secondes pour le
shampooing  commercialisé, le premier shampoing et pour le deuxiéme
shampoing,respectivement. On peut en conclure que le mouillage par contraste notre
shampooing formulé a présenté un temps de mouillage maximal a base (Sapindus mukorossi),

ils contiennent donc concentration minimale de detergents.
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TableauXIl: Caracteéristiques physique des shampooings formulés

S.mukorossi Daphen gnidium Commercial
Couleur Blanc chéatre Vert foncé Vert clair
Odeur Trés bien Trés bien Trés bien

Ph 3.68 3.61 6.71

Temps de mouillage 243 322 17

Ali et Rasool, (2011) ont décrit une formulation de shampooing auto-conservant ayant une
faible concentration de détergent a l'aide de Ziziphus spina, en mettant I'accent sur la sécurité
et I'efficacité. L'évaluation des tests organoleptiques, physicochimiques et de performance a
été réalisée et comparée a celle d'un produit a base de plantes commercialisé et considérée
comme sOre. De méme,( Sachin Dubey et al.,2004) ont formulé deux préparations de
shampooing aux herbes a l'aide de médicaments traditionnels tels que henné et brahmi
(plantes indienne) et a été évalué pour ses propriétés organoleptiques et poudres, son test de
mousse et son évaluation physique, et considéré comme sir et efficace. Os résultats sur
I’évaluation des shampooings formulés rejoint ceux réalisés par(Al Badi et Khan,2014), qui
ont formulé un shampooing aux herbes a été formulé en ajoutant des extraits d’Acacia
concinna, de Sapindus mukorossi, de Phyllanthus emblica, de Ziziphus spina christi et de
Citrus aurantifolia. De méme, (Nasrin Aghel et al.,2007) a formulé un shampooing aux
herbes a base de saponines totales d’acanthophyllum squarrosum. La capacité de moussage
du shampooing et le pouvoir nettoyant ont présenté des résultats intéressants.
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Conclusion



Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Dans ce présent travail qui se divise en deux grandes
parties.

Dans la premiére partie, une étude des propriétés antimicrobienne des fruits de
Sapindusmukorossia été réalisée. Tout d’abord, 1’extraction a été faite avec trois solvants, a
savoir : le méthanol, 1’éthanol et I’acétone. Le meilleur rendement d’extraction en résidu sec a
¢té obtenu avec I’acétone et le méthanol, avec un rendement de 37.4% par contre la plus
faible était avec éthanol (27.8%). Par la suite, la caractérisation phytochimique des fruits de
Sapindus mukorossia révélé la présence d’une large gamme demétabolites secondaires, tel
que : les saponines, les alcaloides, les stérols, les tannins, les composés phénoliques et les
flavonoides.

En outre, I’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches (deux batteries
et deux levures) en suivant la méthode de diffusion des disques. Les résultats indiquent que
les trois extraits possedent une activité antimicrobienne sur Saccaromyces cerviceae avec un
CMI de 25 mg/ml dans 1’extrait acétonique. Pour la bactérie a Gram + Staphylococcus aureus
un CMI de 500 mg/ml. Par contre, les trois extraits, n’ont montré aucune activité inhibitrice
sur la levure C.albicans et la bactérie E.coli.

Dans la deuxiéme partie,Nous avons formulés deux shampooings aux herbes naturels,
le premier a base de Sapindus mukorossi seule et I’autre shampooing a base de Sapindus
mukorossi et Daphen gnidium. Tous les ingrédients utilisés dans la formulation des
shampooings sont plus sOrs et biologiques que les silicones et les agents revitalisants
synthétiques et peuvent réduire considérablement la perte de cheveux ou de protéines lors du
peignage. Plusieurs tests ont été effectués pour évaluer et comparer les propriétés
physicochimiques des shampooings préparés et commercialisés. Notre shampooing préparé a
donné des résultats presque comparables a ceux du shampooing vendu sur le marché pour les
tests de contrdle de la qualité, mais des travaux de recherche et développement plus poussés

sont necessaires pour en améliorer la qualite et la rentabilité.
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Annexe A :

Tableau 1 : Appareillage, milieu de culture, verrerie et réactifs

Matériel de laboratoire Réactifs  chimique et | Milieu de Culture
solvants

-Spectrophotometre -Eau distillée -Gélose Hekteon

(Biochrom) -Eau physiologie -Gélose Chapman

-Etuve (Memert)

-Rota Vapeur Heidolph)
-Balance
(KERN440-45N)
-Autoclave
WESKZEUG-
VORRICHLUNGSUN
7340 GEISLINGEN)
-Agitateur(IKAMAG)

-Plaque chauffante

magnétique

(WOLF

-Micropipette
-Bec benzéne
-Ecouvillon
-Pince stérilisée

-Boites de pétries

-Vortex (TECHNO
KARTELI)

-Broyeur (Fritch)

-Béchers

-Spatule

-Pipette pasteur

-Ethanol
-Méthanol
-Acétone
-Hypochlorite de stérile
(Eau de javel)

- DMSO

-Réactif de wagner
-sulfate de cuivre
-hydroxyde de potassium
-anydride acétique
-acide sulfurique
-chlorire ferrique

-acétat de plomb

-acide chloridrique

-Gélose Mueller Hinton
-Milieu Extrait de Malt




» Annexe B : Préparations des milieux des cultures

Gélose Hekteon

Protéose peptone 129

Extrait de levure 03g

Chlorure de sodium 059
Thiosulfat de sodium 059
Sels biliares 099
Citrate de fer III et d’ammonium 159
Lactose 02¢g
Saccharose 12g

Fuschine acide 0,1g
Bleu de bromothymol 0,065 g
Agar 149
Eau distilee 1000 mi

Préparation
Dissoudre 75¢ /I .Chauffer Iégerement et laisser bouillir quelques secondes, ne pas
autoclave.
Incubation en stries sur boite 24 et 48 h a 37 C°.

Gélose Chapman

Peptones 119
Extrait de vainde 1lg
Chlorure de sodium 759
Mannitol 109

Rouge de phénol 0,025¢
Agar 15¢

Eau distilée 1000 ml

Préparation
111 g de poudre dans un litre d’eau distillée, Porter a ébullition jusqu’a dissolution

complété.Stériliser 15 minutes a 121C° a I’autoclave.

Gélose Muller- Hinton
Extrait des viandes 039
Hydralysat de caséine 17,59



Amidon 1,59

Agar 179
Eau distillée 1000 ml
PH 75a74

Préparation
31g de poudre par 1 litre d’eau distillée, stérilisation a I’autoclave a 121C° pendant 25
min.

Gélose extrait de levure de malt

Composition

Extrait de malt 30.0g
Agar 12a15¢
PH 55

Préparation
42 a 45 g de poudre par llitre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120 C°

pendant 15 a 20 min.



Annexe C: Photos de ’activité antimicrobienne

» Repiquage

Figure Ci:S.aurieus dans milieu chapman Figure C.: E.coli dans le milieu hectoen

» Coloration de Gram

FigureCs :Aspect microscopique de S.aureus Figure C4: Aspect microscopique d’E.Coli

> Autre photo d’identification

Figure Ds : Aspect microscopique de S.cervisiae Figure Ce: culture pure de levure C.albicans



Figure C7: Test catalase pour les bactéries E .coli et S.aureus

» Ensemencement des souches testé

Figure Cs: la méthode d’aromatogramme



Annexe D : Préparation des DMSO, S.cerviceae, Réactive de Wigner

e Préparation de I’eau physiologie

0,9 NACL 100 ml ED puis faire 1’agitation ensuite posé¢ dans chaque tube 9ml EP et

faire stérilisation par I’autoclave.

e Saccaromyces cerviceae
1g de levure de boulange dans un 9 ml de I’eau distillée incubation pendant 2 heures.
Apres L’incubation homogenése par vortex.
e DMSO
20 ml DMSO dans un 80 ml I’eau distillée.
e Réactive de Wigner
2 1.27g
Kl 029

L’eau distillée 100 ml



Résumé :

Sapindus mukorossi est un arbre qui appartient a la famille des Sapindaceae. C’est une plante
médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle & des fins thérapeutiques a cause de sa
richesse en composés actifs. Cela nous avons conduits, dans la premiére partie, a 1’extraction des
composeés actifs du fruit de la plante avec le méthanol, 1’éthanol et 1’acétone, I’analyse phytochimique
de la composition de ce fruit, et enfin I’évaluation de I’activité antimicrobienne.

Le screening phytochimique a montré la présence d’une large gamme de métabolites secondaires, tel
que : les saponines, les alcaloides, les stérols, les tannins, les composés phénoliques et les flavonoides.
En outre, 1I’étude de I’activité antimicrobienne des extraits de fruit de Sapindus mukorossi sur deux
souches bactériennes Gram positif (S.aureus) et Gram négatif (E. coli), et deux levures
(Saccharomyces cerviceae ;Candida Albicans) a révélé que la souche a Gram positive (S.aureus), et la
levure Saccharomyces cerviceae se sont révélées tressensible vis-a-vis des extraits, surtout, d’acétone
avec des zones d’inhibitions de 30 et 12.5mm, respectivement.

Dans la premiere partie de notre étude, Nous avons formulés deux shampooings aux herbes naturels, le
premier & base de Sapindus mukorossi seule et I’autre shampooing a base de Sapindus mukorossi et
Daphen gnidium. Tous les ingrédients utilisés dans la formulation des shampooings sont plus sars et
biologiques. Notre shampooing préparé a donné des résultats presque comparables a ceux du
shampooing vendu sur le marché pour les tests de controle de la qualité, mais des travaux de recherche
et développement plus poussés sont nécessaires pour en améliorer la qualité et la rentabilité.

Mots clés : Sapindus mukorossi, activité antimicrobienne, les saponin, shampooings naturel.
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