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Abstract

The objective of this study is the valorization of extracts of the fruit of Sapindus
Mukorossi in the formulation of an antiseptic gel.

The extraction by maceration of extracts from the plant material revealed the presence of
a significant quantity of saponins, the structure of which was confirmed by spectroscopic
methods such as UV with a maximum absorption at 203.5 nm and IR which has proved
the existence of characteristic groupings. Detergent properties were determined by foam
test and critical micellar concentrations. Microbiological tests have shown strong
antifungal activity against candida albicans

The gel composition chosen exhibited a texture similar to commercial gels with
satisfactory stability for the duration of 1 month, which was confirmed by rheological
analyzes.

Keywords : Sapindus mukorossi, microbiological activity, antiseptic gel, foam index

Résumé

L’objectif de cette étude est la valorisation des extraits du fruit du Sapindus Mukorossi
dans la formulation d’un gel antiseptique.
L’extraction par macération des extraits de la mati¢re végétale a révélé la présence d’une
guantité importante de saponines dont la structure confirmée par des méthodes
spectroscopiques telles que I’'UV avec un maximum d’absorption a 203.5 nm et I’IR qui a
prouvé I’existence des groupements caractéristiques. Les propriétés détergentes ont éte
déterminées par le test de mousse et les concentrations micellaires critiques. Les tests
microbiologiques ont mis en évidence une forte activité antifongique contre candida
albicans
La composition du gel choisie a présenté une texture similaire aux gels commerciaux avec
une stabilité satisfaisante pour la durée de 1 mois, ce qui a été confirmé par des analyses
rhéologiques
Mots-clés : Sapindus mukorossi, activité microbiologique, gel antiseptique, indice de
mousse
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Introduction générale

Avec la propagation de la pandémie du COVID 19 depuis 2019, plusieurs industriels
en collaboration avec les chercheurs se sont orientés vers la mise sur le marché de moyens
de protection adéquats pour lutter contre d’éventuelles contaminations.

Les gels antiseptiques ont pris grande part dans ces recherches et particuliérement ceux a
base de produits naturels compte tenu de 1’aspect environnemental et économique.

Dans ce contexte précis s’inscrit notre problématique, il s’agit d’élaborer un gel
antiseptique en utilisant les extraits du Sapindus mukorossi comme base lavante et aussi
comme principe de par les effets biologiques et particulierement antimicrobiens reconnus
pour cette espéce végétale.

En effet, ’arbre Sapindus mukorossi connu par les populations depuis longtemps
sous la dénomination de I’arbre a savon contient des fruits non comestibles et qui
constituent un déchet encombrant pour I’environnement. Ces fruits contiennent de la
saponine ; un tensioactif naturel

Ces fruits ont depuis longtemps été utilisés pour le lavage du linge et tous autres
textiles compte tenu de la qualité du lavage et son efficacité

Pour se faire, ce mémoire a été structuré comme suit :

Le premier chapitre une synthese bibliographique comprenant des généralités sur les
gels
Le deuxiéme chapitre est une présentation générale des fruits du Sapindus mukorossi.
Le troisieme chapitre concerne la partie expérimentale et les techniques utilisées dans
I’extraction des matiéres biologiquement actives et les méthodes de caractérisation
physico-chimiques, spectroscopiques et rhéologiques
Le dernier chapitre est dédié a la présentation des résultats avec des interpretations

Enfin, ce mémoire est achevé par une conclusion générale avec des recommandations

et perspectives pour la continuité de 1’étude.









Chapitre I : Généralités sur les Gels

|. Introduction :

L’hygiéne des mains est I'un des éléments de I’hygiéne dans la vie quotidienne. D’un
point de vue anatomique, les mains sont 1’outil de préhension de I’homme et lui servent a
interagir avec son environnement. Cet environnement externe est peuplé par la flore
bactérienne ou virale, mais aussi par les salissures est les éléments toxiques. Entré en
contact et colonisées par ces agents, les mains participent & véhiculer ces éléments. La
pratique de 1’hygiéne des mains contribue a réduire ou a limiter le risque de transmission
de germes, de micro-organismes aux des personnes ou objets manipulés par ces mémes
objets [1].

I.1. Les germes présents dans les mains :

Les germes présents sur la peau sont classés en deux groupes : la flore résidante et la

flore transitoire.

> La flore résidante est constituée de micro-organismes ancrés de facon permanente au
niveau des couches superficielles de la peau. Cette flore bactérienne varie qualitativement
et quantitativement d’un site a un autre chez un méme individu ainsi que d’un individu a
un autre. Elle se renouvelle régulierement et elle est rarement a I'origine d'infections. Elle
est composée de bactéries aérobies, surtout de cocci a Gram positif (Staphylococcus
épidermoides, corynébactéries, principalement Propionibacterium acnes, Micrococcus

species).

> La flore transitoire (ou commensale) est composée le plus souvent de bactéries
saprophytes, issues de I’environnement (eau, plantes...) et parfois de bactéries pathogenes
provenant de la flore commensale des patients soignés. Sa composition varie au cours de la
journée en fonction des activités et des contacts auxquels la peau a été soumise. Cette flore
est la principale cause d'infections croisées. Elle est constituée par des bactéries a Gram
négatif (Entérobactéries, Pseudomonas...) et des bactéries a Gram positif (Staphylococcus

auréus, Streptococcus et Candida albicans) [1].
1.2. Méthodes d’hygiéne des mains :

Il existe deux méthodes d’hygiéne des mains :
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> Le lavage des mains :

Le lavage des mains au savon et a I’eau est indiqué lorsque les mains sont visiblement

sales.
> La friction hydro-alcoolique :

La méthode la plus efficace pour une hygiene des mains optimale est la friction des

mais avec un produits hydro-alcooligue.

La friction hydro-alcoolique doit étre réalisée quand les mains visiblement non
souillées. Cette méthode est aussi appelée antisepsie des mains ou désinfection des mains
par friction. C’est une désinfection des mains réalisée avec un produit spécifique. (Produits
hydro-alcoolique). Elle est plus rapide, plus efficace et mieux tolérée que le lavage des

mains au savon et a ’eau [2].
1.3. Généralités sur les gels :

1.3.1. Définition des gels :

Le terme « gel » échappe a toute définition précise. Le gel est un état de la matiére. Il
s'agit généralement d'une solution ou une suspension colloidale qui subit une
transformation physique ou chimique conduisant a un état semi-solide tout en conservant

une grande partie du solvant a I'intérieur de sa structure [3].

Un gel macromoléculaire est une matrice polymeére gonflée par une grande quantité de
solvant. Les chaines polymeres sont connectées entre elles, formant un réseau qui sert a

retenir le liquide et qui donne au gel sa rigidite.

Les gels sont doux et humides, ils ressemblent a des matériaux solides mais ils sont
capables de subir de grandes déformations. Les gels sont constitués d’au moins deux

composants :

> Le gélifiant : c’est le composé dispersé ou solubilisé formant le réseau du gel. 1l

présente une mobilité réduite, tout comme un solide.

> Le solvant : ce composé posséde un comportement de type liquide [4].
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Figure 1.1 : texture du gel
1.3.2. La gélification :

En chimie la gélification est un processus aboutissant a la formation d’un gel, lors du
passage de 1’¢état fluide ou liquide a un état presque solide appelé état gel. Elle peut étre

forcée par 1’apport de gélifiants qui augmente la viscosité.

En biologie, la gélification est un passage en masse du milieu réactionnel lors de
polycondensation d’un mélange de monomere possédant plus de deux fonctions propres a

réagir [4].
1.4. Les gels hydro alcooliques :

1.4.1. Définition des gels hydro alcooliques :

Le gel hydro-alcoolique est une solution permettant de se nettoyer et se désinfecter les
mains sans eau ni savon. Il est apprécié notamment pour sa forme compacte dit ‘de poche’.
Sa composition est principalement a base d’alcool (éthanol) a 70% qui joue un role
antiseptique. Contrairement au savon, il ne permet pas de se débarrasser d’une saleté lors
de I’application cutanée. Son action est essentiellement bactéricide. Une simple friction des

mains de 30 secondes permet d’éliminer 99.99% de germes présents [5].
1.4.2. La formule générale des gels hydro-alcooliques :

Selon la formule de 1’organisation mondiale de santé le gel hydro-alcoolique est

compos¢ d’un principe actif est 1’alcool, I’eau, émollient et un gélifiant.
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1.4.2.1. Le principe actif (antiseptique) :

Un antiseptique est un produit qui permet de supprimer ou d’empécher le
développement des bactéries ou des virus. Il est utilisé sur la surface d’un Corp. Les
antiseptiques peuvent étre fongicides, (contre les champignons), bactécides (contre les
bactéries), virucides (contre les virus) ou sporicides (contre les spores). Ou empéchement

I’infection en détruisant les microbes.

Les alcools sont les premiers antiseptiques a avoir été utilisés en friction. Les
principaux alcools utilisés sont 1’éthanol, I’isopropanol et le n-propanol. Les équivalences
entre ces différents alcools sont les suivantes : n-propanol 42% = Isopropanol 60% =
éthanol 77%. L'activité de l'alcool dépendant de sa concentration, son efficacité diminue
rapidement sur les mains humides. Les alcools sont les antiseptiques ayant la plus grande

rapidité d’action.

Leur rémanence est faible, compte tenu de leur pouvoir d'évaporation, mais cet
inconvénient est contrebalancé par leur forte activité bactéricide. Il n'y a pas d'induction de
résistances démontrée aux alcools. Les inconvénients des alcools sont liés au fait qu’ils
assechent la peau, ce qui rend nécessaire son association a un émollient pour assurer une

bonne tolérance.

Aussi, leur efficacité est diminuée, par dilution, sur les mains humides, ce qui explique
pourquoi on ne doit pas les employer que sur des mains séches. La concentration en alcool
s’appelle le degré alcoométrique. 1l est défini par la pharmacopée comme « la teneur en
éthanol d’un liquide exprimé par le nombre de volumes d’éthanol mesurés a 20 +/- 0,1 °C,
contenus dans 100 volumes de ce liquide. Ce nombre donne le titre alcoométrique
volumique exprimé en pourcentage pour cent v/v. Cette teneur peut également étre
exprimée en grammes d’alcool pour 100 g de liquide. Ce nombre donne le titre
alcoométrique massique pour cent m/m. ». 1l a été démontré que les solutions qui

contiennent de 60 a 80 % d’éthanol sont les plus efficaces [6].
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Tableau I.1: les antiseptiques et spectre d’activité :

Famille Gram Gram Mycobactérie Levures Moisissures Virus Virus Spores
antiseptique + - Nus  enveloppés
Biguanides [+ + +/- + +/- +/- - -
chlorhexidine

Alcool + + - +/- +/- it + _
(éthanol a

70°
isopropylique

60°)

Tensio-actifs + +/- - + + +/- - =

ammoniums
quaternaires
Diamidine ( +/- - - - . _ _ _
hexamine)
Oxydants ( + + - - - +/- + -
eau 0xygénés
3%)
Carbanilides - - - . - - - -
Colorants | - - - . = - - -

+ produits actifs +/- produits inconstamment actifs - produits 1nactif

> Spectre d’activité d’alcool
D’apres le tableau

* L’alcool éthylique a 70° possede une activité antibactérienne sur les bactéries Gram+ et

Gram -, liée a la dénaturation des protéines bactériennes.

* [I est dépourvu d’action sur les spores.

* Actif sur Mycobacterium tuberculoses.

* Virucide de fagon variable [6].

> Duré d’activité

Activité antimicrobienne bréve car 1’alcool est trés volatil [6].
1.4.2.2. Emollient :

Un usage fréquent des solutions hydro-alcooliques pour I’hygié¢ne des mains peut
causer une sécheresse de la peau a ce niveau a moins qu’un émollient ou produit similaire

soit ajouté a la formulation de la solution de friction en vue de protéger la peau des mains.
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La présence d’un émollient est indispensable pour garantir un bon état cutané et favoriser

ainsi I'observance de la méthode de friction hydro-alcoolique des mains.

Ainsi, dans plusieurs études des solutions hydro-alcooliques ou des gels contenant des
émollients ont causé moins d'irritation ou de secheresse de la peau par rapport aux
détergents antimicrobiens testés. Les principaux émollients utilisés sont la glycérine,

I’alcool myristique, la tri¢thanolamine, I’hydroxy urée, la diméthicone (huile de silicone)
[7].
1.4.2.3 Agent Gélifiant :

IIs vont permettre la préparation de gels hydro-alcooliques qui sont des produits semi-
solides constitués de liquides gélifiés a I’aide d’agents gélifiants appropriés tels que

I’amidon, les dérivés de la cellulose, les carbomeres ou des silicates de magnésium [8].

Les texturants gélifiants sont des substances qui permettent de donner aux aliments la
consistance d’un gel. Ce sont des macromolécules hydrophiles d’origine naturelles semi-
synthétique ou synthétique capable de former des gels emprisonnant une grande quantité
de solvant. En faible quantité ils sont épaississants. De fagon générale ils apportent de la

consistance aux produits cosmétique en améliorant leur stabilité [3].
> Agents gélifiants naturels :
a. D’origine végétale

Pectine, gomme de guar, amidon, obtenus a partir de graine ou pépins de fruits ou de

légumes.

b. D’origine minérale

Sont représenté par la silice colloide appelée aussi gel de silice et silicates.
> Agents gélifiants synthétiques :

a. Styréne, acrylates copolymeére, acrylate crosspolymer :

Un agent filmogene produit un film contenu sur la peau les cheveux ou les angles. Tous

les acrylates sont comme ¢a, trés filmogeéne est tres plastifiant.

b. Carbomeres : les carbomeéres sont des polyméres synthétiques hydrophiles d’acide

acryliques. On les retrouve dans la cosmétique et la pharmacie [3].
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1.4.2.4 Additifs :

Pour I’enrichissement de gel on ajout des additifs comme des vitamines, colorants,

parfums, ALEO VERA.
1.5. Efficacité des gels hydro-alcoolique :
L’efficacité des produits hydro-alcooliques dépend de plusieurs facteurs comme :

> Le type d’alcool utilisé. Une étude de 2004 a testé plusieurs solutions hydro-alcooliques
a 70% d’éthanol ou 70% de n-propanol ou 70% d’isopropanol contre certains virus.
L’éthanol, apres 30 secondes d’exposition a montré une activité virucide supérieure aux
autres SHA. Nous pouvons donc citer I’éthanol comme étant 1’alcool possédant la

meilleure activité virucide

> La concentration en alcool,

> Le temps de contact, varient selon les différentes formulations
> Le volume de SHA utilise,

> [’état des mains lorsque la SHA est appliquée.

> La méthode de friction.

Comme vu précédemment, 1’addition de Chlorhexidine, d’ammoniums quaternaires, de
triclosan mais aussi d’émollients et de conservateurs permet d’augmenter 1’efficacité et la

rémanence des produits hydro-alcooliques qui les contiennent [5].
1.6. Utilisation des gels hydro-alcooliques :

Les gels hydro-alcooliques sont trés utilisés aujourd’hui, que ce soit dans le domaine

public et dans le domaine privé. L’utilisation d’un gel hydro-alcoolique est préconisée :

1. En médecine ;

> Leur usage est recommandé par I’OMS dans le cadre du plan de lutte contre les

infections nosocomiales.

> Leur utilisation est recommandée dans la pratique des soins de santé.
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> Leur utilisation en remplacement ou en complément du lavage chirurgical se généralise

dans les blocs opératoires.

> Afin de prévenir la transmission d’herpés, de gastro-entérite, de grippe [5].

2. En santé public :

> Partout ou le nettoyage des mains a 1’eau et au savon est impossible.

> Passage aux toilettes publiques.

> Utilisation des transports en commun.

> Contact avec une surface a risque élevé de contamination ou contaminée.

> Mouchage et éternuement.

> Dans I’école et les maisons de retraite [5].

1.7. La technique de friction des mains avec un gel hydro-alcoolique :

La figure illustre les sept étapes obligatoires a réaliser lors de la désinfection des mains
par friction hygiénique [2].
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Technique pour la friction hydro-alcoolique

E] Durée de la procédure : 20-30 secondes

Remplir la paume d'une main avec le produit hydro-alcoolique, recouvrir toutes Paume contre paume par
les surfaces des mains et frictionner : mouvement de rotation ;

Le dos de la main gauche avec un Les espaces interdigitaux, paume Le dos des doigts dans la paume de
mouvement d’avant en arriére contre paume et doigts entrelacés, la main opposée, avec un
exercé par la paume de la main en exergant un mouvement d’'avant mouvement d’aller-retour latéral ;
droite, et vice versa ; en arriére ;

G @ W
Le pouce de la main gauche par La pulpe des doigts de la main droite Une fois séches, vos mains sont
rotation dans la main droite, et vice dans la paume de la main gauche, et prétes pour le soin.
versa ; vice versa ;

Figure 1.2 : technique de friction des mains avec la solution hydro-alcoolique.
1.8. Les avantages des gels hydro-alcooliques :

Les produits hydro-alcooliques présentent de nombreux avantages que 1’on peut
Citer :

> [Is sont simples a utiliser et sont préts a I’emploi, ce qui favorise une bonne observance

en général.
> |ls sechent rapidement 30 secondes.

> [lIs permettent un gain de temps (déplacement et enchainement de soins...) et une

certaine économie car leur utilisation ne nécessite ni eau, ni savon, ni papier.

> Leur accessibilité est immédiate (chambre du patient, chariots de soins, poches),
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> |Is peuvent étre utilisés par tous.
> Leur efficacité est supérieure a celle du lavage des mains au savon.
> |ls possedent une bonne tolérance cutanée [7].

1.9. Les inconvénients des gels hydro-alcooliques :

Les produits hydro-alcooliques présentent également quelques inconvénients que 1’on ne
peut négliger :
> |Is ne possedent aucune activité contre les spores et les parasites,

> Ce sont des produits inflammables qui nécessitent certaines précautions d’utilisation et

de stockage. Les PHA doivent étre tenus a I’écart de toute flamme, de matériel électrique
ou de tenue en polyester pouvant favoriser de 1’électricité statique. Ils doivent également

étre conservés a 1’abri de la chaleur et du rayonnement solaire direct.

> |ls sont inutilisables sur des mains souillées, mouillés ou lésées ou lors du port de gants

poudrés (inhibition de I’action antiseptique de 1’alcool) [6].
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I1. Introduction :

Sapindus Mukorossi est un genre d'arbres de la famille des sapindacées. On le trouve
dans toutes les régions tempérées chaudes et tropicales de la planéte, en particulier en Asie.

Il en existe des especes feuillues et d'autres sempervirentes [9].

11.1. Présentation de la plante Saponines Mukorossi :

11.1.1. Historique :

Le Sapindus figure parmi les végétaux introduits, en Algérie, par la pépiniere du
Gouvernement colonial francais, un des plus intéressants est une espéce du genre Sapindus
importée en 1845 [10]. Cet arbre, qui provenait des collections du Muséum, s’est
rapidement développé et, en 1859, des jeunes sujets étaient déja mis en vente sous le nom
de Sapindus indicus. En 1867, M. Hardy, dans une tres intéressante note a la société
d’ Acclimatation, appelle I’attention sur la fructification abondante des Sapindus ¢€levés a la
Pépiniere du Gouvernement ou Jardin d’Essai. Ce Sapindus est d’origine japonaise. C’est
le Sapindus Mukorom légerement modifié, ce qui justifie sa dénomination de Sapindus
nlilia appliquée a la forme fertile susceptible d’étre cultivée. Le fruit est formé par une

coque charnue, luisante, devenant coriace, gommeuse, translucide par la dessiccation. [11]
11.1.2 Description :

C'est un petit arbre au tronc court, dépassant rarement une douzaine de metres de
hauteur, et dont le feuillage alterne et de forme arrondie est constitué de tiges de 15 a 40

cm.

Ses fruits, mdrs en automne, sont réunis en grappes de drupes translucides de 1 a 2 cm de
diamétre et dotés d'une fine peau, de couleur jaune-orangé au début, puis jaune-marronné

de plus en plus foncée en mdrissant, et contenant de 1 a 3 graines. [12]
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Figure 11. 3 : Fruits du Sapindus Mukorossi

11.1.3. Classification taxonomique :

Nom scientifique : Sapindus Mukorossi

Nom communs : Sapindus, savonnier, arbre au savon, bois de panama, bois mousseux,

fausse saponaire, noix de lavage, savonnette.
Nom communs (en Hindi): Ritha, reetha, aritha, dodan, doadni, kanma, et thali
Nom anglais: Wingleaf soapberry, soapberry ouest, jaboncillo.

Nom arabe : sajrette essaboun. [13]
11.1.4. Les caractéristiques physiques :

» L’humidité : Sapindus Mukorossi doit pousser dans un environnement humide et
pas trop froid. Dans les régions a hiver doux, il peut étre planté en pleine terre.

» Lalumiére : La plante de noix de lavages ‘acclimate a toutes sorte de lumiere, elle
aime aussi bien la lumiere indirecte du soleil que les rayons directs. En ce qui
concerne les lumiéres artificielles pour une culture intérieure, préférer des néons.

» Latempérature : Sapindus Mukorossi pousse tres bien lorsque la température varie
de 10 a 30°C, en dessous, la plante pousse beaucoup moins vite, et au-dessus, la
plante peut pousser trés vite mais il lui faut en compensation beaucoup d’humidité.
Durent les trois premieres années, cultiver Sapindus en pot avant de la transplanter

a ’extérieur [14].
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11.1.5. Les utilisations de Sapindus Mukorossi :
L’utilisation des noix de lavage est particulierement recommandée aux :

Nettoyage des bijoux.

Shampoing.

Toilette des animaux de compagnie.
Nettoyant universel ménager.
Détergent.

Savon liquide pour les mains.
Produit phytosanitaire. [15]

YV V V V V V VY

11.1.6 .Chimie du fruit :

Les fruits de Sapindus sont riches en saponine, un détergent naturel antibactérien qui
protége le noyau. Contrairement aux idées regues, c'est le noyau qui est toxique et non la
saponine de Sapindus Mukorossi. On I’appelle I'arbre a savon, qui pousse en Inde et plus
particulierement dans les contreforts de I'Himalaya, est utilisé comme détergent par les
Indiens. Sapindus Mukorossi n'est pas toxique et est utilisé en médecine ayurvédique pour
guérir les maladies de la peau. Les Indiens l'utilisent autant comme shampooing que

comme détergent. [10]
Constituants chimiques :

Les principaux constituants des fruits Sapindus Mukorossi sont les saponines (10%-
11,5%), les sucres (10%) et mucilage (10%). Les saponines sont des métabolites
secondaires dans les plantes avec des activités biologiques divergentes Ces saponines sont
un mélange de Sapindosides.

11.2. Les saponines :

11.2.1. Définition :

Les saponines sont une grande famille de substances structurellement liées composés
d’aglycones stéroides ou triterpénoides (sapogénine) liés a une ou plusieurs fractions
d’oligosaccharides par une liaison glycosidique. L’aglycone, ou sapogénine, peut contenir
un ou plusieurs c-c insaturé. La chaine oligosaccharidique est normalement attachée a la

position C3 (Monodesmosidique), mais beaucoup de saponines ont une fraction
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supplémentaire de sucre a la position C,, C,, 6 ou 8 (bidesmosidique). La grande
complexité de la structure du saponine due a la variabilité de la structure de 1’aglycone, la
nature des chaines latérales et la position de rattachement de ces groupements sur
I’aglycone. La partie hydratée de carbone se compose de pentoses, hexoses ou des acides

uroniques. En raison de cette complexité, les saponines sont difficiles a classifier.

lIs tirent leur nom du latin Sapo signifiant savon en raison de leur propriété a former des

solutions moussantes en présence d’eau. [16]

Les saponines, également appelées glycosides de saponine, constituent un vaste groupe
d’hétérosides complexes appartenant aux terpenes cyclique ou aux stéroides. Une
saponine est issue de la combinaison chimique d’un sucre (glucide) et d’un stéroide, d’un
stéroide alcaloide ou d’un triterpéne. Certaines compositions de 1’art antérieur
comprennent des saponines stéroidiennes. Douées de propriétés tension actives, les
saponines font mousser leurs solutions et servent de détergent, par exemple de savons
vegetaux. Elles ont été également proposee pour traiter I’hypercholestérolémie, comme
anticancéreux ou comme adjuvants dans les vaccins. Les saponines sont détergents,
hémolytique, chélatrices du fer, du zinc et du calcium. Les saponines se fixent sur les
stérols membranaires, 1’ergostérol des cellules fongiques et le cholestérol des cellules

humaines. [17]
11.2.2. Les sources des saponines :
La présence des saponines a été reportée dans plus de 100 familles de plantes.
11.2.2.1 les saponines dans le régne végétal :

Les sources des saponines consommables sont les Iégumes (pois, pois chiche, haricot,

les arachides, lentille, avoine, 1’ail (gallique) asperges, thé, épinards, betteraves et igname.
[18]

Les majeures sources des saponines non alimentaires mais utilisées dans la santé et
I’industrie sont : I’arbre de savon Quillaya saponania, fenugrec, marronnier, licorice,
saponaire (saponine officinaux), Mojave yucca, [19] comme elles ont été trouvées dans les

secrétions défensives de certaines insectes.

Les espéces d’une méme plante peuvent contenir un mélange complexe de saponines. La

composition en saponines d’une partie de la plante est affectée par : I’espéce de la plante,
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I’origine génétique, la partie de la plante examinée, les facteurs environnementaux et
agronomiques associés a la croissance de la plante, par le traitement comme le stockage et

le procéder [20]
11.2.2.2. Les saponines dans le régne animal :

Dans le régne animal, on n’a retrouvé ces produits que chez les échinodermes. Ainsi, de
grandes quantités de ceux-ci ont été retrouvées dans les tissus d’étoiles de mer et de
concombres de mer, tandis que chez les ophiures, les échinides et les crinoides, ces

substances ont été retrouvées en traces. [21]
11.2.3. La structure des saponines :

Au niveau structural, les saponines sont classées en deux groupes en fonction de la
nature de leur génine qui peuvent étre de type stéroidique ou triterpénique. Les unités
saccharides qui constituent les saponines sont communes : glucose, galactose, arabinose,
rhamnose, xylose, fucose et acide glucuronique. La partie sucre de la molécule peut
compter jusqu’a 11 oses liés a la génine par une liaison de type acétal. Habituellement, la
liaison glycosidique s’effectue entre une seule section saccharidique et le groupement
hydroxyle en position 3 de la génine monodesmoside. Toutefois, un deuxieme chainon
peut s’ajouter par une liaison ester avec le carboxyle en position 28 pour donner une
bidesmoside. Ces bidesmosides facilement converties en monodesmosides par hydrolyse
chimique ou enzymatique, sont de loin les saponines les plus fréquentes de la pharmacopée

végétale. [22]
Les sucres rencontrés au niveau des saponosides sont [23].

Des hexoses (D glucose, D galactose).
Des pentoses (D et L arabinose et D xylose).
Des méthyl- pentoses (L Rhamnose et quinovose).

vV V VYV V

Des acides uroniques (acide D glucuronique et acide galacturonique).
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Figure 11.4 : Les sucres les plus courants des saponosides.

11.2.3.1. Les saponines a génines triterpéniques :

Les saponines a genines triterpéniques sont les plus courantes. Elles possedent un
squelette a 30 carbones et peuvent étre classées en 10 sous-groupes selon la structure des
triterpénes [23]. Les dammaranes, tricullanes, cucurbitanes et lanostanes sont tétracyclique,
tandis que les lupanes, hopanes, oléananes, taraxastéranes, ursanes et cycloartanes sont
pentacyclique. Structure de type oléanane est de loin la plus rencontrée. [24,25]

o
o

ursane

Figure I1.5 : Les principaux squelettes triterpéniques.
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11.2.3.2. Les saponines a génines stéroidique :

Les saponines & génine stéroidique sont moins courantes. Elles possédent un squelette a
27 carbones qui comporte habituellement six cycles, appelés spirostane [23]. Quand
I’hydroxy du carbone 26 est engagé dans une liaison avec un ose, la structure reste alors

pentacycligue et est appelés furostane..

Chaque squelette, triterpénique ou stéroidique, étant décliné en une série de dérivés, la
structure de la génine est un facteur important dans la variabilité des saponines existantes.
[26]

spirostane furostane

Figure 11.6 : Le principal squelette stéroidique.
11.2.4. Les propriétés des saponines :

La complexité structurelle des saponines implique différentes propriétés physiques,
chimiques et biologiques et quelques-unes seulement sont communes avec tous les

membres de ce groupe divers.
11.2.4.1. Les propriétés physicochimiques :

Leur nature amphiphile leur confere les propriétés d’agents de surface, détergent,
mouillant, émulsifiant, moussant. Ils forment des micelles dans des solutions aqueuses dont

la taille et la structure dépendent du type de saponines.

Les saponines possédent un ensemble de propriétés physico-chimique qui facilitent leur

caractérisation, éventuellement, le pouvoir apyrogene, I’action hémolytique et la saveur
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acre. lls se trouvent généralement sous forme de poudre blanche non cristallisée et sont
solubles dans I’eau et les solvants organiques polaires comme les alcools dilués. Ils sont
pratiquement insolubles dans les solvants organiques apolaires comme 1’acétone, 1’éther et
I’hexane. Ces composés existent dans la plante sous forme d’un mélange complexe de

molécules de structures trés proches et de propriétés physicochimiques similaires.

Les propriétés des micelles formées telles que la CMC et le nombre d’agrégation sont
affectées par la température, la concentration du sel et le pH. L’incorporation du
cholestérol dans les micelles de saponines augmente leur CMC, leur taille, leur viscosité et
leur nombre d’agrégations ce qui entraine 1’augmentation de la solubilité¢ du cholestérol

d’un facteur de 10 a la température ambiante.

L’interaction de stérols, des minéraux et des protéines avec les saponines conduit a des
modifications des propriétés physicochimiques et de 1’activité biologiques de ces
composés. La nature et I’effet de ’interaction type protéine-saponine dépendent du type de

protéine, du mélange de saponines et de la température. [27]
11.2.4.2. Les activités biologiques des saponines :

La littérature scientifique rapporte des propriétés médicinales trés variées :

Anti-carcinogénique, anti-inflammatoire, anti-tumorale, antivirale, antifongique,
antithrombique, cardiovasculaire, cytotoxique, immun modulatoire, spermicide et

molluscicide. [28]

» Activité hémolytique : les saponines varient considérablement dans leur capacité de
lyser les érythrocytes. Les bidesmosides sont généralement moins hémolytiques
gue les monidesmosides.

» La capacité de complexation des stéroidique : les saponines forment des complexes
insolubles avec le cholestérol et autres stérols. Cette affinité est plus prononcée
avec les saponines stéroides et glycoalcaloides qu’avec les terpenoides.

» Activité biocide : les monodesmosides montrent une bonne activité fongitoxique ou

fongistatique et une faible activité antimicrobienne. [27]

19



Chapitre Il : Les saponines

11.2.4.3. Les saponines en tant que biosurfactants :

La consommation annuelle mondiale de tensioactifs représente aujourd’hui 12 millions
de tonnes, dont environ 3 millions pour 1’Europe, ce qui représente un chiffre mondial de

13 milliards d’euros. 75 a 80% de ces composés amphiphiles sont issus de la pétrochimie.

Il s’avére que dans un contexte de développement durable et en réponse a la mise en place
actuelle de la réglementation REACH, de nouveaux tensioactifs sont a développer a partir
de matieres premiéres naturelles renouvelables. Les prévisions de leur consommation
incitent un accroissement significatif de leur production. Pour satisfaire cette demande, il
est nécessaire de développer de nouvelles molécules amphiphiles répondant aux nouveaux
besoins et exigences des industriels, produits performants a co(t réduit, et des
consommateurs, produits écocompatibles ayant un impact réduit sur I’environnement. Les
procédés mis en ceuvre pour fonctionnaliser les matieres premicres végétales respectant au

mieux les principes de la chimie verte :

1/ Réduit des déchets, 2/ conception de produits non toxiques, 3/ utilisation de voies de
synthese moins nocives, 4/ utilisation de ressources renouvelables, 5/ utilisation d’un
processus catalytique a la place de réactifs en proportion steechiométrique, 6/ réduction des
dérivés chimiques, 7/ respect de 1’économie d’atomes, 8/ utilisation de conditions
opératoires et des solvants a impact sanitaire réduit, 9/ amélioration des rendements

énergétiques,

10/ conception de produits biodégradables, 11/ analyse des émissions en temps réel pour

lutter contre la pollution et 12/ réduction des risques d’accidents.

11.2.5. Les tensioactifs naturels :

11.2.5.1. Définition :

Un tensioactif naturel est issu des ressources naturelles d’origine animale ou végétale.
Ainsi un tensioactif dont I’une de ses parties, hydrophobe ou hydrophile, est obtenue a

partir d’une source naturelle est appelé tensioactif naturel ou biotensioactif.

Les tensioactifs naturels doivent étre obtenus par des procédés de séparation tels que

I’extraction, la précipitation ou la distillation qui n’introduisent pas de pollution.

Ils sont groupés en trois catégories selon leur origine : microbienne, animale (lécithine, la

gélatine, caséine) ou végétale (les saponines). La plus part des biosurfactants sont
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anioniques ou non ioniques, rare sont les cationiques (comme ceux qui contiennent un

groupe amine). [29]
11.2.5.2. Application des biosurfactants :

Les biosurfactants offrent des avantages sur les surfactants synthétiques en termes de
leur dérivation de ressources naturelles renouvelables, faible ou non toxicité,
biodégradabilité, excellente activité de surface, possibilité de réutilisation par régénération,
spécificité élevee, efficacité sous conditions de pH et de température extrémes. Les
principales fonctions des biosurfactants incluent la solubilisation, I’émulsifiassions, la
dispersion, leur capacité d’agent moussant, mouillant et détersif, et dans certains cas
antimicrobien bactéricide, fongicide, molluscicide, larvicide et désodorisant. Par
conséquent 1’intérét apporté aux biosurfactants est en hausse continuellement, ils sont
utilisés dans I’industrie seule ou mélangées avec d’autres biosurfactants ou surfactants
synthétiques pour offrir les caractéristiques de performance désirées. Dans 1’industrie
alimentaire, les biosurfactants agissent comme agent émulsifiant, moussant, stabilisant,
antioxydant et antiadhésif. Les applications agriculturales et environnementales sont les
domaines majeurs d’utilisation des biosurfactants ou ils jouent un réle important dans la
remédiation des sols et la production du pétrole (huile), I’¢limination des plantes
pathogenes, comme ils ont trouvé I’application dans les détergents, la peinture et la

cosmétique. [29]
11.2.5.3. Les saponines biosurfactants non ioniques :

Les tensioactifs non ioniques (NI) ont les propriétés suivantes :

» lls sont compatibles avec toutes les autres classes de tensioactifs.
» lls sont plus solubles dans les solvants polaires et non polaires que les tensioactifs
ioniques.

» lls ont de bonnes propriétés toxicologiques.

v

Ils ne possédent pas de charge électrique..
Comme :

Les détergents domestiques ;
Les liquides pour la vaisselle ;

Les shampooings ;

Y V V VY

Les formulations phytosanitaires ;
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> Les produits pour le travail des métaux.

> lls sont moins moussants mais les mousses sont plus stables et résistantes au
rincage.

» lls ont en général une toxicité aigué moins forte (irritation de la peau et
sensibilisation) et, pour cette raison, sont particulierement appréciés par 1’industrie

cosmeétique et pharmaceutique. [30]
11.2.5.4. Les biotensioactif du fruit du Sapindus Mukorossi :

Les saponines brutes obtenues des péricarpes du Sapindus Mukorossi qui se
développent en Chine et au Japon ont été utilisées comme détergent naturel, comme
stabilisateur des mousses dans les extincteurs chimiques au Japon.. Pour leur activité anti

dermatophyte, elles sont des matieres premieres dans le domaine cosmétique.[31]
11.2.6. Toxicologie :

Les diverses saponines ont un godt aigre et acide. Elles ne sont pratiqguement pas
toxiques, si elles sont consommées par les animaux a sang chaud. Cependant, ce sont de
véritables toxines dangereuses si elles sont injectées directement dans le sang, car elles

dissolvent rapidement les globules rouges

La toxicité des saponines aux especes homéothermiques par voie orale est de (50-100
mg/kg). Les saponines montrent différents spectres de toxicité des applications

parentérales ou intraveineux (LD50 0,7-50 mg/kg).

La toxicité des saponines aux animaux a sang froid dépend du mode d’administration, de la

source, de la composition et de la concentration des saponines.[32]
11.3. Extraction solide-liquide de la matiere végétale :
11.3.1 Extraction solide-liquide :

L’extraction solide-liquide est I’opération fondamentale qui a pour but d’extraire, de
séparer, de dissoudre soit par immersion soit par percolation d’un liquide, un ou plusieurs
composants (liquide ou solide) mélangés a un solide. C’est une opération de transfert ou
d’échange de maticre entre une phase solide, qui contient la matiere a extraire et une phase

liquide : le solvant d’extraction. [33]
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De la percolation a I’infusion en passant par la macération ou la décoction, chaque terme
évoque une mise en ceuvre domestique d’un procédé d’extraction solide-liquide, dont le

solvant est généralement de 1’eau ou de ’alcool. [34]

L’extraction solide-liquide a partir de la matrice végétale est une opération unitaire
complexe en raison de la nature méme du substrat. Les résistances au transfert de matiére
dues a la structure végeétale et la localisation des composés recherchés peuvent étre

déterminantes. [35]

La complexité de la structure et la variabilité (avec les saisons, les récoltes,...) de la
matiére végétale ainsi que la variété des composés a extraire (différents poids moléculaires,
polarité, lien avec la structure,...) ont conduit a I’apparition d’une grande variété de

technologies d’extraction. [34]

Le transfert de matiére se réalise entre deux phases hétérogénes et la vitesse apparente

d’extraction dépend de plusieurs phénoménes :

> Pénétration du solvant dans la matrice solide.
> Libération du soluté dans le solvant.
» Diffusion de la solution enrichie vers 1’extérieur de la particule.

» Transfert de la solution enrichie dans tout I’environnement. [33]
11.3.1.1 Les facteurs influencant I’extraction :

Les phénomenes de transfert de soluté dans le solide, en I’occurrence la matiere
végétale, sont affectés par plusieurs facteurs caractérisant la matiére solide, le soluté et le
solvant, ainsi que par les conditions opératoires. [36]

» Influence du solide : le solide a une double influence sur le transfert de matiere,
I’un par sa taille, I’autre par sa structure.

» Influence du soluté : le soluté a extraire influence la diffusion de par sa structure
moléculaire, sa taille, sa localisation, sa répartition et ses liaisons dans la matiére
végétale avec d’autres composés.

» Influence du solvant : les solvants souvent utilisés sont : I’eau, les alcools

(méthanol, éthanol), les hydrocarbures (hexane) et le CO, supercritique. [36]
Le choix du solvant se fait selon plusieurs criteres :

« Lasolubilité des composants spécifiques dans le solvant.
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« Laregenération du solvant si celui-ci doit étre réemployé. 1l ne doit pas former
d’azéotrope avec un des composés qu’il solubilise et sa chaleur latente doit étre
faible.

« Latension interfacial et la viscosité, car le solvant doit correctement mouiller la
matrice solide.

« ldéalement il doit étre non toxique, stable, non réactif, non inflammable,
inoffensif pour I’environnement et peu cotiteux. [37]

» Influence de la température : 1’élévation de la température augmente la solubilité
et la diffusivité de la solution et réduit sa viscosité. Mais elle augmente aussi la
perméabilité des parois cellulaires et donc diminue la sélectivité comme elle peut
dégrader certaines structures thermostables. [38]

> Influence de I’agitation : Une agitation mécanique des particules dans le solvant
permet le maintien en suspension de celle-ci et I’homogénéisation du milieu. Elle a
donc une grande influence sur le transfert de matiére a 1’interface solide-liquide.
[34]

> Influence de I’humidité : En régle générale, les matiéres végétales sont séchées
pour faciliter leur conditionnement et surtout leur stockage. Un surplus d’humidité
peut donc détériorer le substrat. De plus, lors de 'utilisation des solvants
hydrophobes, la diffusivité est inversement proportionnelle & la teneur en eau du
solide. [33]

11.3.1.2 La cinétique d’extraction :

Le transfert de soluté du solide vers le liquide se produit grace a la convection, la
diffusion moléculaire et la diffusion par mélange. Lors de la percolation, la diffusion

moléculaire dans le solide est I’étape limitant.
Certains facteurs influent sur la cinétique d’extraction tels que :

« Lataille et la forme des particules ;

» Ladistribution de tailles ;

» Le gonflement de la matiere ;

» Le changement de structure de la matiere. [33]
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11.3.1.3 Evaluation du potentiel extractible :

En extraction solide-liquide, une des principales questions réside dans la détermination
de la teneur initiale de la matrice végétale en soluté, appelée aussi le potentiel plante. Cette
donnée est essentielle si I’on veut établir des bilans matiéres, parler d’efficacité (rendement
du procédé) ou comparer des résultats issus d’essais sur différents lots de plante. Car la
matiere végétale est une matiere évolutive dont la teneur en solutés ne peut étre garantie a
un instant donné que pour un lot déterminé. Le potentiel plante varie selon 1’origine de la

plante, les conditions de culture et de stockage. [39]

11.3.2 Extraction solide-liquide des métabolites secondaire d’origine
Végétale :

L’extraction du métabolite secondaire végétal peut se réaliser par trois techniques

différentes utilisant soit des solvants, soit de la vapeur, soit des fluides supercritiques [40].

Chacune a ses avantages et ses inconvénients. Le co(t total est étroitement lié a la
technologie nécessaire pour atteindre en toute sécurité la température et la pression exigées
par la méthode choisie. C’est pourquoi I’extraction par solvant est souvent préférée par

rapport aux autres techniques.

Le choix du solvant est primordial pour obtenir une bonne extraction des molécules visées

tout en respectant des contraintes de sécurité et de colt économique.

Le choix de I’équipement va conditionner le procédé mis en ceuvre (fonctionnement
continu ou discontinu, taille des lots, mode de contact solide-liquide), et la nature des

opérations connexes (filtration). [33,34]
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Figure 11.7 : Couplage entre les différents phénomenes lors de I’extraction solide-

liquide.

11.3.2.1 Extraction des saponines et des sapogénines :

L’intérét commercial prépondérant des saponines, leur extraction, leurs applications et

la mise en évidence de leurs bienfaits sur la santé ont conduit au développement de leur

production a partir des sources naturelles a une échelle commerciale.

La premiére étape dans la fabrication de saponines implique leur extraction a partir de la

matrice de la plante, et comme dans tout processus d’extraction le solvant d’extraction, les

conditions d’extraction (comme la température, le temps, le pH, la qualité de solvant) et les

propriétés de la matiére (la composition et la taille des particules) sont les facteurs majeurs

qui déterminent 1’efficacité et les propriétés du produit fini.

11.3.2.1.1 Le prétraitement de I’échantillon :

Les etapes de prétraitement sont entreprises afin d’accroitre 1’extraction. Elles incluent

. le séchage, la réduction de la taille des particules. La réduction de la taille des particules

(par broyage) est souvent effectuée pour améliorer 1’efficacité de transfert de masse lors de

I’extraction [27].
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11.3.2.1.2. L’extraction des saponines par solvant :

A premigre vue, et en raison de la bonne solubilité de la plupart des saponines dans
I’eau], il sera juste de penser qu’une macération ou un chauffage a reflux dans ce solvant
polaire permettrait leur extraction. Cependant, la lyophilisation subséquente de I’extrait
peut entrainer ’hydrolyse des bidesmosides. Par conséquent, 1’extraction des saponines se
fait habituellement a 1’aide d’alcools comme le méthanol ou 1’éthanol a différentes

concentrations dans I’eau. [41]
11.3.2.1.2.1. Le solvant d’extraction :

L’eau, les alcools (méthanol et éthanol) ou les mélange (eau + alcool) sont largement

utilisés pour I’extraction des saponines de la matrice des plantes.

D’autres solvants ont été utilisés dans I’extraction des saponines incluant les solutions
aqueuses de surfactants, les solutions alcooliques de I’acide glycyrrhizique a augmenté le

rendement [27].

. Effets du solvant sur le rendement d’extraction : le choix du solvant pour une
application particuliere doit se baser sur I’effet du solvant sur le rendement, la pureté des
saponines et la composition des mélanges de saponines. Le rendement de saponines
obtenues par I’extraction avec ’alcool aqueux (40-80%) est plus élevé que celui obtenu par

I’extraction avec I’eau ou I’alcool pur.

. Effets de la température : La température peut affecter le rendement et la

composition.
11.3.2.1.2.2. Les méthodes d’extraction par solvant :

Notamment en théorie, il existe différentes méthodes d’extraction des métabolites
secondaires. L’une de ces méthodes est adoptée par notre laboratoire. Les étapes

essentielles sont :

» la macération : Une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé dans un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une
extraction qui se fait a température ambiante.

« Extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de polarité
croissante. [43]
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Les autres méthodes sont :

+ Lalixiviation

« Extraction par chauffage a reflux
+ Lapercolation

» Macération

+ Ladécoction

* L’infusion

» Ladigestion

o L’élution.
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I11. Objectif du travail :

Notre objectif principal s’inscrit dans le cadre de la valorisation des extraits des fruits
d’une espéce végétale trés disponible en Algérie. Cette matiére active pourrait contribuer a

la formulation d’un gel antiseptique. Nous avons opéré comme suit :

Mettre en évidence les propriétés tensioactives du fruit de I’arbre du Sapindus

mukorossi tel que la propriété de moussage

Evaluer les activités biologiques des extraits de cette plante, en particulier les activites

microbiologiques

Proposer une formulation d’un gel antiseptique a base de saponines extraites du

Sapindus mukorossi et le comparer a un produit commercial.
I11.1.Materiel :

Tableaux 11.2. Matériel et Produits :

Matériel Produits chimiques Les appareils utilisés
Becher Glycérol Conductimétre
Erlenmeyer Ethanol Centrifugeuse
Eprouvette gradué NaOH pH métre
Burette Carbopole 940 Tensiometre
Pipete Conservateur Spectrophotometre

d’adsorption atomique

(IR, UV
Papier filtre Vitamine E Agitateur
Boite de pétri Tension actif extrait de fruit se Balance

Sapindus mukorossi

Tube d’essai

Entonnoir

I11.2. Modes opératoires :

Toutes nos expériences ont été réalisées a I’un des laboratoires pédagogiques du

département de Genie des Procédés.
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111.2.1. Prétraitement de la plante :

I11.2.1.a. Lavage :

Pour éliminer toutes impuretés, nous avons lavé les fruits du Sapindus mukorossi a

I’eau de robinet puis a I'eau distillée.
111.2.1.b. Séchage :

Ces mémes fruits ont été séchés dans 1’étuve a une température ne dépassant pas les

40°C afin d’en conserver la composition chimique.
111.2.1.c. Le broyage :

Aprés séchage, nous avons réduit en poudre les fruits du Sapindus par broyage apres les

avoir débarrassés de leurs noix.
111.2.1.d. Le tamisage :

Aprées broyage, 1’opération de tamisage a été effectuée sur des tamis a différents
diametres des pores. Nous avons choisi un tamis avec un diamétre des pores de 100 pum.
(sachant que plus la taille des particules est petite et plus on obtient une meilleur
extraction). Apres cette opération, les poudres ont été conservées dans des flacons a 1’abri

de Phumidité et la lumiére.

Figure 111.8 : la poudre de saponines.
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111.2.2. Traitement des poudres :
Au cours de cette étape, les poudres subissent une série d’opérations en 1’occurrence :
» L’extraction
» La centrifugation
» Lafiltration

I11.2.2.1. L’extraction :

Parmi les nombreuses techniques d’extraction, nous avons choisi la macération. C’est
une technique ou on immerge la matiere végétale dans un liquide froid afin d’en extraire

les especes chimiques solubles dans ce liquide.

La poudre a été mélangée dans les solvants d’extraction sous agitation mécanique pendant

24h a température ambiante.
111.2.2.2. La centrifugation :

Des solutions de 1’extrait ont ét€ mises dans une centrifugeuse a raison de 500 tours/mn

pendant 30 mn pour avoir une séparation maximale.

111.2.2.3. La filtration :

La figure ci-dessous illustre un montage d’une filtration d’un mélange solide-liquide.

Melange :
#—Filtre

hétérogéne ¢ g '
I Solide—3¢ Entonnoir

(B |

Erlenmeyer

Figure 111.9 : Filtration sous gravitation.
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I11.3.Caractérisation de saponines :

111.3.1.Test de présence de saponines par le calcul de I’indice de mousse :

La présence des saponines est déterminée qualitativement par le calcul de I’indice de

mousse. Nous utilisons 1’expérience suivante :

Prendre 2g de poudre de fruit pour préparer une décoction avec 100 ml d’eau. On porte a
1ébullition pendant 30 min, apres refroidissement et filtration, on réajuste le volume a 100
ml a partir de cette solution mere. On remplit 10 tubes a essai avec 1, 2,3 ....10 ml, le
volume final étant réajuste a 10 ml avec 1’eau distillée. Chacun de ces tubes est agité avec
énergie pendant 15 secondes. Apres le repos 15 min en position verticale, on releve la
hauteur de la mousse persistante en cm, et I’indice de mousse est calculé selon la formule
suivante :

__h*5
- (0,01*X

I : 'indice de mousse en (cm/ml)
H : hauteur de la mousse en (cm)
X : le volume de solution mere en (ml)

La présence de saponines dans le fruit du Sapindus serait confirmée avec un indice

supérieur a 100.
111.3.2 Technique spectrométrique :

111.3.2.1 Spectrométrie UV-visible :

Méthode analytique qualitative qui consiste a mesurer I'absorbance ou la densité
optique d'une substance chimique donnée en solution. Plus cette espéce est concentree plus
elle absorbe la lumiere dans les limites de proportionnalités énoncées par la loi de Beer-

Lambert.

La densite optique des solutions est déterminée par un spectrophotomeétre préalablement
étalonné sur la longueur d'onde d'absorption de I'espéce chimique a étudier.
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Protocole expérimental :
Dans un premier temps on fait des dilutions sur I’échantillon.

Dans une cuve en Quartz de 1 cm de largueur, on introduit I'extrait brut éthanoique a
analyser, environ 1ml, aprés quelques minutes I'absorbance est lue au spectrophotometre
UV-visible.

Avant cette procédure on étalonne d'abord I'appareil par le blanc de 1’extrait.
111.3.2.2. Spectroscopie infrarouge :

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est une technique de mesure pour
I’acquisition de spectres infrarouge. Le spectre infrarouge permet de repérer les fonctions
chimiques présentes comme les groupements cétones, alcool, acide carboxylique acétate,
qui caractérise la plupart des triterpénes [44]. Les spectres sont enregistrés a température
ambiante a I’aide d’un spectrophotometre piloté par un ordinateur grace a un logiciel

spécial.
Protocole expérimental :

Prendre une petite quantité de poudre mélangée a 10 g de KBr, pour préparer une

pastille en KBr qui donnera le spectre IR de 1’échantillon.

Les spectres sont enregistrés a température ambiante par un spectrophotometre piloté par

un ordinateur utilisant un logiciel spécial.
111.3.2.3.Déetermination de la concentration micellaire critique (CMC) :

Les molécules tensioactives possédent la propriété d’abaisser la tension de surface de

I’eau distillé (64,69 mN/m).

La propriété principale des tensioactifs est de pouvoir s'auto-organiser. Cette tendance est
d'habitude caractérisée par la concentration micellaire critiqgue (CMC). En dessous de la
CMC, le tensioactif forme une couche en surface du liquide et le reste est dispersé dans la
solution. Lorsqu'on augmente la quantité de tensioactif, sa concentration augmente de

maniere proportionnelle jusqu'a atteindre une valeur limite : la CMC.

Graphiquement, on détermine le logarithme de la CMC au point de discontinuité de la

courbe ce qui permet d’aboutir a la concentration micellaire critique CMC.

33



Chapitre 111 : Matériel et Méthode

111.3.2.4.Détermination de la concentration micellaire critique par le

calcul de la tension superficielle :
Le principe :

Une lame en verre parfaitement propre d’épaisseur constante et longueur L est plongée
dans la solution de I’extrait du Sapindus Mukorossi, afin de mesurer la force d’arrachement
de la lame ; une fois les valeurs stables, on note la tension superficielle. A partir de la

solution mére de 1’extrait, nous avons préparé différentes solutions diluées.

111.3.2.5.Détermination de la concentration micellaire critique par le

calcul de la conductivité :
Le principe :

On prépare des solutions a différents rapports avec différentes concentrations puis on

mesure la conductivité au moyen d’un conductimeétre.
111.3.3.Les analyses microbiologie :

Matériels utilisés :

L’¢évaluation de ’activité antimicrobienne de 1’extrait a été réalisée par la méthode

classique selon les étapes suivantes :

a) Les disques utilisés proviennent du Laboratoire de Microbiologie, de la Filiale
ANTIBIOTICAL- SAIDAL.

b) Les Souches microbiennes utilisées proviennent du Laboratoire d’hygie¢ne de la
wilaya de Tipaza. Les souches de référence utilisée étaient les bactéries Staphylococcies

aureus, Escherichia Coli ATCC dans le milieu Muller Hinton.
111.3.3.1.Preparation des milieux de culture :

Protocole expérimental :

Liquefier les milieux de culture Muller Hinton (bactéries) et Sabourau (levures et

champignons) gardé en surfusion dans une étuve a 45C°.
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Sous hotte a flux laminaire, verser aseptiquement les milieux de culture gélosés sur les
boites de pétri a raison de 15 ml par boite

Laisser refroidir et solidifier a température ambiante et conserver dans des conditions

évitant toute modification de leur composition selon la figure ci-apres :

Figure 111.10 : Gélose fusionnée dans des boites de pétri.

111.3.3.2.Ensemencement :
Imbiber aseptiquement un écouvillon avec la suspension microbienne.

Essorer | écouvillon en pressant fermement et en tournant sur la paroi interne de tube afin
de le décharger du sur plus de suspension ensemencer aseptiqguement une boite de pétrie en
frottant délicatement | écouvillon sur la surface de la gélose en stries sérés en tournant la
boite a 45°c de fagon a croisé les stries finir I’ensemencement en passant 1 écouvillon sur la

périphérie de la gélose.
111.3.3.3.Dépot des disques :

Les disques absorbants sont stérilisés et imbibés par 1’extrait et sont déposés sur la
surface de gélose inoculée a 1’aide des écouvillons avec les souches testées. Les boites de
pétri sont incubées a 1’étuve (24h a 37°C pour les bactéries et 48h a 25°C pour les levures

et les moisissures.
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I11.4. La formulation :

Mode opératoire :

2g de Carbopole sont mélangé a 82.98 d’eau et laisser agiter jusqu'a ce que le Carbopole se
dissout. La solution obtenu est agitée pendant 15 mn a 1’aide de 1’Ultra Turrax jusqu’a
gélification. A cette solution, on ajoute 10% de solution (eau + saponines), 5% de glycérol
et quelques gouttes d’hydroxyde de sodium pour avoir un pH entre 6 et 7. A ce mélange,
on ajoute 0.02 % vitamine E (environ 3 gouttes) comme conservateur. L.’agitation
continue jusqu’a la formation d’un mélange homogeéne visqueux. D’autres formulations

ont été préparées selon ce mode opératoire.

Tableau 111.3. Différentes formulation :

quantité/formue F1 F2 F3
de solution mére 10%(eau + 10%(saponine/ 10% (eau
saponines) eau/éthanol) +saponines)
glycérol 5% 5% 5%
vitamine 0.02% 0.02% 0.02%
Carbopole 2% 2% 1%
Eau 82.98 82.98 83.98
NAOH Des gouttes Des gouttes Des gouttes
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IV. Résultats de Caractérisation de saponines :

IV.1.Test de présence de saponines par calcul ’indice de mousse :

Les résultats de la stabilité de mousse sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau V1.4 : résultat obtenu pour la présence de saponine dans la plante par le

calcul de I’indice de mousse :

Tubes | 1 | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vmere | 1 | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(ml)

H(cm) | 13 | 25 2,9 4 4,5 5 4,1 58 6,7 6,9

| 650 | 625 |483,33| 500 | 450 | 416,66 | 292,85 | 362,5 | 372,2 | 345

Figure 1V.11 : Test de présence des saponines

D’aprés les valeurs de I’indice de la mousse obtenue qui toujours supérieur a 100 dans le
fruit du Sapindus mukorossi et la formation de la mousse donc on a confirmer la présence

de saponine dans la plante.

IV.1.1.Test de présence de saponines par calcul I’indice de mousse
rapport 1/10 apH=4¢et 8 :

Les résultats de la stabilité de mousse sont regroupés dans le tableau suivant :
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IV.1.1.a.Test de présence a pH=4 :

Tableau 1V.5 : Résultat obtenu pour la présence de saponine dans la plante par le

calcul de ’indice de mousse de rapport 1/10 a pH=4 :

Tubes 1 2 3 4 5
V mére(ml) |1 2 3 4 S
H (cm) 04 05 0,6 2 2,5
| 200 125 100 250 250

Figure 1V.12 : Test de présence des saponines a pH= 4.
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IV.1.1.b.Test de présence a pH=8 :

Tableau 1V.6 : Résultat obtenu pour la présence de saponine dans la plante par le
calcul de ’indice de mousse de rapport 1/10 a pH=8 :

Tubes 1 2 3 4 5
V mére(ml) |1 2 3 4 S
H (cm) 8 9 6 8,8 6,1
| 4000 2250 1000 1100 610

Figure V.13 : Test de présence des saponines a pH= 8.

On change le rapport travaillé ou rapport 1/20 :
RAPPORT 1/20 pH=4:

Tableau IV.7 : Résultat obtenu pour la présence de saponine dans la plante par le

calcul de ’indice de mousse de rapport 1/20 a pH=4 :

Tubes 1 2 3 4 5
Vmére(ml) |1 2 3 4 5
H (cm) 2,9 1,9 15 1,8 1,9
| 1450 475 250 225 190
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Figure 1V.14 : Test de présence des saponines a pH= 4.
A pH=8:

Tableau 1V.8 : Résultat obtenu pour la présence de saponine dans la plante par le

calcul de ’indice de mousse de rapport 1/20 a pH=8 :

Tube 1 2 3 4 5

V mére (ml) 1 2 3 4 5
H (cm) 5 55 5 5,7 52
| 2500 1375 833,33 721,5 520

Figure 1V.15 : Test de présence des saponines a pH= 8.
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Tableau 1V.9 :I’indice de mousse en fonction de pH :

Indice de mousse (rapport | Indice de mousse (rapport
1/10) 1/20)
pH=4 185 518
pH=8 1792 1189,966
pH=12 190,66 181,33
2000
1800
@ 1500
§ 1400
E 1200
@ 1000
'E BOD
5 600
L aomo

200

pH=4 pH=8
pH

mrapport 1/10 mrapport 1/20

pH=12

Figure 1V.16 : Histogramme de I’indice de mousse en fonction de pH

On remarqué que comme en augmenté le pH I’indice de mousse augmente.

IV.2. Résultats des techniques spectroscopies :

IVV.2.1.Spectrométrie UV-visible :

Les spectres d’absorption en UV-visible de I’extrait ont été obtenus par un balayage

spectral entre 200 et 400nm.

Ce spectre (figure 1V.17) montre trois longueurs d’onde du maximum d’absorption 203,5

nm ,235.5 nm et 343,5 nm.
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1B p—

R et longeur d'on Abs

o 203,5 1,738

- 235,5 0,065
. 343,5 0,02
a 1
<

0,8

0,6

0,4

0,2 2355 3435

0
200 250 300 350 400

Longeur d'onde (nm)

Figure V.17 : Spectre UV-visible de Saponine avec (éthanol +eau).
IVV.2.2.Spectrométrie infrarouge :

Des études par spectroscopie-infrarouge ont été effectuées sur un spectrometre a la

température ambiante (nombre d’onde compris entre 400 et 4000 cm-1)

L’échantillon de la poudre de la matiére active du fruit de ’arbre Sapindus

mukorossi :

Le spectre infrarouge est représenté sur la figure suivante et Les bandes les plus intenses

sont reportées dans le tableau suivant :
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Figure 1V.18 : Spectre infrarouge de la poudre de la matiére active du fruit de ’arbre

Sapindus mukorossi.

Tableau 1V.10 : Bandes IR observeées dans le spectre infrarouge de la matiére active

du fruit de ’arbre Sapindus mukorossi :

bandes (cm-1) Les liaisons Composeé Intensité
3411,84 O-H Des groupes Forte
hydroxyles
2935,96 C-H Alcane Forte
1731,96 C=0 Groupe de ’acide
ou de ’ester Forte
carboxylique
1637,45 Cc=C Alcéne (fraction de Moyenne
saponine)
1450,37 - 1375,15 C-C Alcane Moyenne
1257,50 C-O0 Acide Variable
1137,92 — 1047 C-O Alcools tertiaires et Forte
secondaires
680,83 — 543,89 C-C Alcane Variable
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L’échantillon de Saponine avec I’eau distillé :

Le spectre infrarouge est representé sur la figure suivante et Les bandes les plus intenses

sont reportées dans le tableau suivant :

T e T S (AR, S S e ————— e

'y ' ' '
20—t -tecccccccna b o e Tk e S T
11 ' ' ' '

. ' '

____________

4000 3000 2000 1500 1000 500
eau 1lem

Figure 1V.19 : Spectre infrarouge de Saponine avec I’eau distillé.

Tableau V.11 : Bandes IR observées dans le spectre infrarouge de Saponine avec

I’eau distillé :

Bande (cm-1) Les liaisons Compose Intensité
3489,28 - 3251,76 O-H Des groupes Forte
hydroxyles
2362,64-2094,55 Cc=C Alcyne Variable
1643,24 c=C Alcene Forte
1259,43 C-O Acide Moyenne
1045,35 C-O les alcools tertiaires Variable
et secondaires
986,41 - 406,95 C-C Alcane Moyenne

44



Chapitre 1V : Résultats et discussions

L’échantillon de Saponine avec (éthanol + eau) :

Le spectre infrarouge est representé sur la figure suivante et Les bandes les plus intenses

sont reportées dans le tableau suivant :
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Figure 1V.20 : Spectre infrarouge de Saponine avec (éthanol + eau).

Tableau 1V.12 : Bandes IR observeées dans le spectre infrarouge de Saponine avec

(Ethanol + eau) :

Bande (cm-1) Les liaisons Nature Intensité

3415,70 O-H Des groupes Forte
hydroxyles

2977,89 — 2900,74 C-H Alcane Variable

2125,41 Cc=C Alcyne Moyenne

1647,10 c=C Alcene Variable

1269,07 C-O Acide Moyenne

1083,92 — 1045,35 C-O les alcools tertiaires Variable

et secondaires
875,62 Cc-C Alcane Moyenne
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Comparaison des trois spectres IR des Saponine avec 1’eau, Saponine avec (éthanol + eau)

et de poudre de saponine nous permet de tirer les remarques suivantes :

- Une superposition entre les trois spectres.

- Présence des bandes & 2900-2977 représentants les vibrations d’élongation des C- H

aliphatiques dans le spectre de la poudre et de Saponine avec (éthanol +eau) et pas dans

Saponine avec 1’eau.

IVV.3.Déterminer la concentration micellaire critique avec les différents

rapports :

IV.3.1.Détermine le CMC avec la tension superficielle :

Tableau V.13 :I’évolution de tension superficielle en fonction de la concentration de

Saponine avec I’eau distillé (rapport 1/5) :

TS 37, 139, |39, |39, |39, |39, |39, |39, [39, |41, |44, |54, |60,
(mN/ |02 |67 |67 |67 |67 |67 |67 |67 |67 |91 |9 |71 |02
m)

C 02 |02 |00 (00 |0O0O |00 (00 |00 (00 |O0O0 |00 (00 |00
(g/L) 95 |64 |54 |43 |36 |31 |27 |24 |21 |18 |16
O 60

o
S 50
't
o 40
j= B
=
L 30
- 30
% 20
=
ﬁ 10

Ln C

o

Figure 1V.21 :I’évolution de tension superficielle en fonction de la concentration de

Saponine avec I’eau distillée (rapport 1/5).
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Tableau 1V.14 : I’évolution de tension superficielle en fonction de la concentration de

Saponine avec I’eau distillé (rapport 1/10) :

TS 39,67 | 39,67 |39,67 |39,67 |4191 |4435 |47,81 |5595 |57,78
(mN/m
)
C(g/L) |01 0,2 0,105 | 0,071 | 0,054 |0,031 |0,027 |0,018 | 0,015
50
© 50
© 40
S
1]
o
= 20
c
o 10
vl
5
iy -4 35 -3 .25 -2 15 -1 0,5 0
LhnC

Figure 1V.22 :I’évolution de tension superficielle en fonction de la concentration de

1VV.3.2.Déterminé le CMC avec la conductivité :

Saponine avec I’eau distillée (rapport 1/10).

Tableau 1V.15 : I’évolution de conductivité en fonction de la concentration de

Saponine avec I’eau distillé (rapport 1/5) :

Cond | 1539 | 1000 | 98,7 |25,74 | 12,87 7,05 3,80 [3,15 |312 (455 |3.31
(kS)
C |02 [0,095 0,043 0,036 | 0,031 | 0,027 | 0,024 | 0,021 | 0,02 | 0,018 | 0,016
(g/L)

47




Chapitre 1V : Résultats et discussions
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Figure 1V.23 : I’évolution de conductivité en fonction de la concentration de I’extrait

dans I’eau distillé (rapport 1/5).

Tableau 1V.16 : I’évolution de conductivité en fonction de la concentration de

Saponine avec I’eau distillé (rapport 1/10) :

Con | 185, | 10,3 | 7,42 | 6,33 | 526 |5 3,99 | 364 |31 [299 | 244 | 2,02

(1S)

C 0,10 | 0,05 0,04 | 0,03 | 0,03 |0,02 |0,02 0,02 |0,0 |0,01 |0,01 |0,01

Conductivité

Figure 1V.24 : I’évolution de conductivité en fonction de la concentration de Saponine

avec I’eau distillée (rapport 1/10).
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Tableau 1V.17 : Variation de CMC en fonction de différents rapports de solution :

Type de rapport de

solution

Rapport 1/5

Rapport 1/10

CMC

0,036 g/L

0,054 g/L

La CMC est donc la concentration totale en tensioactif pour laquelle un nombre constant et

petit de molécules de surfactant sont sous forme agrégees.

La plupart des bio surfactants ont des CMC faibles et nombre d’agrégation supérieur aux

surfactants synthétiques : leur efficacité est donc meilleure. Les CMC obtenues pour les

bio surfactants varient en général de 1 a 200 mg/L.

IVV.4. Analyse microbiologie :

Activité antimicrobienne :

Cette étape est basée sur I’étude du pouvoir antibactérien de I’extrait a été effectuée par un

test appelé « antibiogramme » qui est une méthode des disques absorbants.

Figure 1V.25 : les antibiogrammes de Staphylococcies aureus et Escherichia Coli et

champignon avec I’extrait du fruit de Sapindus mukorossi.
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Le figure 25 illustrent les photographies des boites de pétri de I’action bactéricide de
I’extrait brut du fruit de Sapindus mukorossi, obtenus aprés I’incubation des germes testés
pendant 24h.L’examen des résultats obtenus montre que 1’extrait brut du fruit de Sapindus
mukorossi ne possede aucune activité antimicrobienne vis-a-vis des trois souches
bactériennes, a savoir : staphylococcies aureus, Escherichia Coli et champignon (les
aspergillus) et I’absence de la zone d’inhibition pour toutes les souches bactériennes
montrent que ces dernicres sont résistantes a 1’extrait avec 1’eau et a 1’extrait avec éthanol

+ eau de la coquille de Sapindus mukorossi.

Figure 1V.26 : les antifongigrammes de candida albicans avec I’extrait brut du fruit
de Sapindus mukorossi.

La figure 26 montre les photographies des résultats d’action fongicide de 1’extrait brut du
fruit de Sapindus mukorossi obtenus apres 1’incubation des germes testés pendant 48h.
L’analyse des résultats montre que 1’extrait brut du fruit de Sapindus mukorossi posséde un
effet inhibiteur important vis-a-vis candida albicans. D’aprés résultats nous pouvons
considérer que ces Candida sont des germes microbiens trés sensibles envers 1’extrait brut
du fruit de Sapindus mukorossi. Par contre cet extrait n’a pas empéché la croissance avec

les aspergillus.
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Ces résultats montrent que 1’extrait brut du fruit de Sapindus mukorossi posséde une tres

forte activité antifongique contre Candida albicans.
IVV.5. Caractérisation physico-chimie de gel :
Formule n°1 :

Le produit final est présenté dans la figure suivante :

Figure 1VV.27 : Produit fini de la formule n°1.

Formule n°2 :
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Formule n°3 :

Figure 1V.29 : Produit fini de la formule n°3.
IV.5.1.Potentiel d’hydrogéne :

Tableau 1V.18 : Tableau de pH de produit :

Echantillon pH avant ajuté NaOH | pH apreés ajuté NaOH
Echantillon de formule n°1 4,09 6,5
Echantillon de formule n°2 4 7

1VV.5.2.Evaluation de la stabilité :

On mettre les gels dans des tubes de centrifugation a 300 (tour/min) pendant 20.
Les résultats de la centrifugation se sont montres aucun déphasage. Donc il s’agit

une stabilité de mélange.
IVV.5.3.Analyses rhéologiques :

Sur le rhéogramme montrant I'évolution de la viscosité apparente en fonction de la
vitesse de cisaillement a une échelle logarithmique et en utilisant le logiciel STATISTICA,
on remarque bien que les courbes d'écoulement comportent plus d'un comportement. En
effet, nous observons deux zones ; pour un cisaillement trés faible allant jusqu'a 0.05 s-1,

la viscosité est quasiment constante et alors le comportement est Newtonien. Au-dela de
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cette vitesse, la viscosité diminue rapidement, par déstructuration des structures via un

comportement rhéofluidifiant.

Selon le systeme d'extraction Il existe deux modeles rhéologiques qui peuvent répondre a

ce comportement rhéofluidifiant, & savoir le modele de Carreau pour le systeme Eau

(figure 1V.30) et celui de Cross pour le systeme Eau/Ethanol (figure 1V.31).
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Figure 1V.30 : Courbe d'écoulement du gel issu de I'extrait aqueux

Systéeme n0 (Pa.s) neo (Pa.s) Equation Modele
appliqué

Extrait aqueux | 10740.4 0.100 n=(1+ (a.x) ?) p | Carreau

(Eau) avec p=0.50;
a=87.68 et R=
0.99

Extrait hydro- 8492.4 0.369 n=n0 + (nO- Cross

alcoolique n0)/((1+(K.y) p) | Avec K=43.83

Eau/Ethanol ;p=1.18etR=
0.99
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En comparant les deux résultats, n0 de l'extrait aqueux est supérieure a celle de l'extrait

hydro-alcoolique. Le second étant plus déstructurable que le premier.
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Figure 1V.31 : Courbe d'écoulement du gel issu de I'extrait hydro-alcoolique
(Eau/Ethanol)
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Conclusion générale

L’objectif de notre travail était 1’utilisation des extraits du fruit de ’arbre Sapindus
Mukorossi dans la formulation d’un gel antiseptique, matiére végétale tres disponible en
Algérie et connue pour sa richesse en saponines et les fruits sont abandonnés et rejetes
dans I’environnement.

A T’issue de notre étude, les résultats clés ont été obtenus et peuvent étre résumés aux

points suivants ;

» La caractérisation phytochimique des écorces des fruits du Sapindus a montrés sa
richesse en saponines ; un tensioactif naturel présentant des activités interfaciales ;
ceci a été confirmé par des tests physico-chimiques en particulier le test de mousse.

» La caractérisation de I’extrait par spectroscopie infrarouge a permis de mettre en
évidence la qualité structurale de I’extrait qui est composée essentiellement de
groupements organiques caractéristiques de cette espéce végétale

» Les tests d’activités biologiques effectués sur I’extrait brut du fruit de Sapindus
mukorossi montrent que ce dernier posséde un pouvoir antimicrobien trés fort vis-
a-vis les levures. Ce résultat montre clairement que 1’extrait brut du fruit de
Sapindus mukorossi est doté d’un large spectre d’activité inhibitrice sur les
microorganismes testés, ce qui lui confére une aptitude pour I'utiliser dans des

formulations pharmaceutiques et particulierement les gels

Les résultats de ces recherches ont permis de contribuer a la valorisation des
extraits dans le secteur pharmaceutique, notamment pour leur activité antifongique sur les
bactéries pathogenes.

Comme toute recherche préliminaire, cette étude ouvre des perspectives pour la continuité

des travaux ; quelques recommandations sont a prescrire :

e Etudier d’autres parties de 1’arbre du Sapindus Mukorossi (noyau du fruit, feuilles,
les tiges, les racines).

e Utilisé le plan d’expériences dans la formulation pour optimiser la formulation

o Utiliser les différentes techniques d’extraction pour une optimisation de la matiere

active.
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A D’issue de cette étude, et vue les caractéristiques et I’efficacité exceptionnelle de 1’extrait
issu de cet arbre, il est de notre devoir d’encourager le reboisement de cet arbre dans

d’autres régions de 1’ Algérie surtout pres des riviéres et des lacs.
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