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Résumé

Ziziphus lotus ou le jujubier sauvage, connu en Algérie, par le nom « Sedra », est un arbre

ou arbuste de la famille de Rhamnacée, utilisée pour ses propriétés médicinales, cosmétique,...

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante des extraits aqueux des feuilles
séchées de Ziziphus lotus préparés par macération et décoction en utilisant les deux méthodes :
méthode du piégeage du radical libre DPPH et méthode de réduction de fer FRAP, et I’activité
antibactérienne par méthode des puits, afin de préparer des produits cosmétiques naturels a base

des extraits de Ziziphus tels que : un savon naturel et un shampoing solide naturel.

L’analyse qualitative représentée par les tests phytochimiques, realisée sur les extraits
aqueux a revéle la présence des saponines, flavonoides, tanins, alcaloides, quinones libres,

anthraquinones, les coumarines, les composés réducteurs et ’absence des terpénoides.

L'analyse quantitative a monté la richesse des extraits étudiés en composés phénoliques.
Les teneurs les plus élevées en tanins, en polyphénols totaux et en flavonoides ont été
enregistrées dans l'extrait aqueux préparé par décoction (146,5+0,0008 ug EC/mg E ; 341,33 +
0,0055 pg EAG/mg E et 26,45+ 0,0002 ug EC/mg, respectivement).

Les extraits étudiés ont présenté une activité antioxydante, ou nous avons enregistré le
meilleur résultat du test de DPPH et du test de FRAP dans I’extrait aqueux préparé par décoction
avec des valeurs (CI50 = 0,537 mg/ml), (EC50 = 0.625 mg/ml), respectivement. Ces résultats

restent importants par rapport a celle obtenus par les molécules de références testees.

L’évaluation de D’activité antibactérienne a montré que l'extrait aqueux préparé par
décoction inhibe la croissance des souches bactériennes Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus et I’extrait aqueux préparé par macération présente une activité inhibitrice contre les

souches de Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis.

Mots clés : Ziziphus Lotus, produits cosmétiques naturels, activité antioxydant, activité
antimicrobienne, test DPPH, FRAP, méthode des puits.




Abstract

Ziziphus lotus or wild jujube, known in Algeria as "Sedra", is a tree or shrub of the
Rhamnaceae family, it is used for its medicinal properties.

The objective of this study is to evaluate the antioxidant activity of aqueous extracts of dried
Ziziphus lotus leaves prepared by maceration and decoction using two methods: DPPH free
radical scavenging method and FRAP iron reduction method, and the antimicrobial activity by
well method, in order to manufacture natural cosmetic products based on ziziphus extracts such

as: a natural soap and a natural solid shampoo.

The qualitative analysis represented by the phytochemical tests carried out on the aqueous
extracts indicated the presence of saponins, flavonoids, tannins, alkaloids, free quinones,

anthraquinones, coumarins and reducing compounds and the absence of Terpenoids.

Quantitative analysis revealed the presence of tannins, flavonoids, and total polyphenols in
both extracts in significant amounts. The highest tannin, total polyphenol, and flavonoid content
was recorded in the aqueous extract prepared by decoction (146.5 + 0.0008 pug EC/mg E; 341.33
+ 0.0055 pg EAG/mg E and 26.45 £ 0.0002 pg EC/mg, respectively).

The studied extracts demonstrated strong antioxidant activity, with the best results in the
DPPH and FRAP tests recorded in the aqueous extract prepared by decoction, with values (IC50
= 0.537 mg/ml) and (EC50 = 0.625 mg/ml), respectively. These results remain significant

compared to those obtained by the reference molecules tested.

The evaluation of antimicrobial activity shows that the aqueous decoction extract inhibits
on the growth of Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus, and the aqueous maceration
extract exhibits inhibitory activity against Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtilis

strains.

Keywords: Lotus ziziphus, natural cosmetic products, antioxidant activity, antimicrobial
activity, DPPH test, FRAP, well method.




Liste des abréviations

pHg EAG/ mg E : microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
Hg Eq C/ mg E : microgramme Equivalent catéchine par milligramme d’extrait.
*OH : le radical hydroxyle.

ABTS : (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)).
Clso : Concentrations qui inhibent 50% du radical libre DPPH.
CMB : Concentration Minimale bactéricide.

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.

DPPH : (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).

EBD : Extrait brut aqueux préparé par decoction.

EBM : Extrait brut aqueux préparé par macération.

ECso : Concentration efficace a réduire 50% du fer.

FRAP: (Ferric Reducing Antioxidant Power).

H.0:- : le peroxyde d'hydrogéne.

HE : huile essentielle.

I (%) : Pourcentage d’inhibition

O2- : le superoxyde.

02e- : le radical superoxyde.

ORAC : (Capacité d'Absorption de I'Oxygene Radical).

RCS : Reactive Chlorine Species (Espéces chlorées réactives).
RNS : Reactives nitrogen spieces (Les espéces réactives d’azote).
R-OH : Alcool.

ROO- : le radical peroxyle.

R-OOH : Hydroperoxyde.

ROS : Reactive oxygen Species (Les espéces réactives d’oxygene).
SOD : Superoxyde dismutase.

TCA : Acide trichloroacétique.

Z. Lotus : Ziziphus lotus.
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Introduction

Face a I’essor mondial des produits cosmétiques chimiques, les chercheurs essayent de
remplacer ces produits nocifs qui contiennent des substances dangereuses et qui peuvent causer
des problémes de santé majeurs, par des produits naturels qui préservent la santé et
I’environnement. Grace a cette idée, nous mettons en évidence la découverte de sources

naturelles représentées par le regne végétal (Martini, 2008).

Le regne végétal est trés riche en plantes médicinales et aromatiques occupées par la
recherche scientifique, et qui sont exploitées dans la pharmacologie et la cosmétologie (Bouzid
et al., 2017).

Parmi ces plantes, on trouve Ziziphus lotus, une plante trés répondue dans la région

mediterranéenne : Algérie, Maroc et Tunisie (Pottier, 1981).

Ziziphus lotus ou le jujubier sauvage appelé aussi « Sedra » est un arbuste épineux et fruitier
appartenant a la famille de Rhamnacées (Rsaissi et al., 2002). Cette plante est utilisée en
domaine de la santé, la cosmétologie et en nutrition sous diverses formes, et en médecine
traditionnelle comme anti trouble urinaire, antidiabétique et contre les infections cutanées
(Adzu et al., 2003 ; Anand et al., 1989). Elle est connue par sa teneur elevée en polyphénols
et en métabolites secondaires aux propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et

immunomodulatrices (Ghazghazi, 2014).

Dans notre travail, nous sommes intéressés par la préparation des produits cosmeétiques
naturels a partir des feuilles de la plante Ziziphus lotus. Les extraits des feuilles utilisés dans les
formulations cosmétiques ont été analysés qualitativement (tests phytochimques) et
quantitativement (dosages des composés phénoliques) et évalués par la recherche de I’ activité
antioxydante (méthodes DPPH et FRAP) et l'activité antibactérienne (méthode des puits). Ces
études nous permettent de connaitre les propriétés de cette plante et de savoir leureffet positif
et bénéfique, grace auguel nous pouvons fabriquer des produits cosmétiques pour les soins de

la peau et des cheveux.

Dans ce contexte, nous avons commencé parune étude bibliographique qui se présente par

trois chapitres:

= Le premier chapitre est dedié aux généralités sur la plante (historique et origine,

répartition géographique, nomenclature ...)




Introduction

= Le deuxiéme chapitre est consacré aux produits cosmétiques (définition, classification,

produit cosmétique naturel ...)

= Le troisieme chapitre présente les activités biologiques étudiés tels que I’activité

antioxydante et I’activité antibactérienne.

Dans la partie expérimentale nous avons abordé I’extraction des feuilles de « Sedra » pour
obtenir les deux extraits étudiés. Ensuite, la réalisation des analyses phytochimiques et

biologiques :
= Tests phytochimiques.
= Dosage des composes phénoliques.
= Evaluation d’activité antioxydante et d’activité antibactérienne.

= Préparation des produits cosmétiques.
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Chapitre 01 : Généralités sur

la plante
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1. Historique et origine

Ziziphus lotus est un arbre ou arbuste de la famille des Rhamnacées représente par 135 a
170 espéces (Maraghni, 2010). C’est une plante résistante a la sécheresse et qui supporte des

conditions sévéres de vent et d’ensoleillement.

Il a déja été mentionné que I’appellation Ziziphus est une variation Berbére de prononcer
les mots «Zizoufou, Zuzaifo». En fait, ce nom est une transformation linguistique de I’ancienne

prononciation Persique — Zizfumou Zizafun. Les Grecs ont utilisé le nom “Ziziphon”.

Le lotus du désert, ou jujube, sont mentionnés dans les textes antiques, y compris les écrits
égyptiens connue sous le nom de jujubier sauvage, ou également jujubier de berberine (Bonnet,
2001), découvert en 1784 par le Botaniste René Des fontaines aux abords du déserts en Tunisie
(Chevalier Auguste, 1947).

Le jujubier est évoque quatre fois dans le Coran, il a toujours existé sur terre et au paradis

comme il est cité au coran :
(EI Nadjm 13-14) (&gl 355 i )1 (5541 21501 5 )

Utilisé en Chine depuis au moins 2500 ans; il est mentionné dans une anthologie de la poésie

chinoise datant du Vle siécle (Larousse, 2001).

Ziziphus lotus est dormant d’octobre a mois de mars et les plantes matures fleurissent en

mai et juin, produisent de fruit en mois d’aout.

Le jujube est bien adapté aux climats arides et semi-arides, ce qui lui permet a une large
distribution écologique et géographique et qui lui permet de prospérer dans des conditions
difficiles.

2. Répartition géographique
2.1. Dans le monde

Ziziphus lotus est originaire de différentes régions du bassin méditerranéen, de I’ Afrique du
Nord, du Moyen-Orient et de certaines parties de 1’Asie. Elle est spontanée au Portugal et au
sud d'Espagne, et en Gréce (Bross, 2000). On la retrouve aussi dans les steppes désertiques
d'Afrique du Nord (Dillemann, 1960).
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Elle est actuellement cultivée dans toute la région méditerranéenne (Fig. 1).

Figure 1 : aire de répartition de la famille des Rhamnacées dans le monde (Dupont et
Guignard, 2015).

2.2. En Algérie

Ziziphus lotus se trouve, aussi, dans toute 1’ Algérie toutes les régions arides, sauf dans le
tell Algéro-constantinois (Fig. 2) (Quezel et Santa, 1962).

I8 ey de Zectplnc foems L

"B Aie s Diplas pina .-l:-_-.-.:..\'

. Adtw da Jicphec mouriiona Lam

"-—-_-—-—'_'_'_'_'.'._._-_H_""'_.

L

Figure 2 : ire de répartition de Ziziphus lotus dans les zones arides et semi arides en Algérie
(Quezel et Santa, 1962).

3. Nomenclature (Noms vernaculaires)

Ziziphus lotus est un arbuste xérophyte appartienne de la famille des Rhamnacées appelé

communément en arabe : sedra et sidrbari, anabe et nbek (Quatnocchi, 2012), en francais le
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jujube et lotier, en anglais lotus tree, African jujube, Lote fruit, lotus jujube, en Allemand Wilde

4. Taxonomie de I'espece

Selon Ghedira, (2013), la plante Ziziphus lotus est classée comme suit :

Reégne : plantea

Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Rhamnales

Famille : Rhamnaceae

Tribu : Zizyphae

Genre : Ziziphus

Espece : lotus

Nom binomial : Ziziphus lotus (L.) Desf(Ghedira, 2013).

5. Description botanique

Ziziphus lotus est un arbuste buissonnant, épineux et sarmenteux, mesurant jusqu’a 1 a 2

meétre (Arbonnier, 2019), a souche souterraine robuste émettant de nombreux tiges gréles

ramifiées (Fig. 3).

Figure 3: La partie aérienne de Ziziphus lotus (Vannette, 2018).
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5.1. Les Feuilles

Les feuilles de Ziziphus sont petites alternes, crénelées, glabres et glauques en dessous,
ovales, faiblement rigides de 9 a 13 mm de long et de 7 a 9 mm de large, vertes brillantes a
pétiole court (Ghedira, 2013). Chaque feuille porte a sa base 2 stipules transformées en épines
inégales (Fig.4) (Rsaissi et Bouhache, 2002).

Figure 4: Les feuilles de Ziziphus lotus (Photo personnelle).

5.2. Les Fruits

Les fruits sont des drupes sphériques appelés « nbek » qui se consomme en mois d’octobre,
leurs noyaux osseux biloculaires, petits et ronds. Ils sont recouverts d’une pulpe demi-charnue,
trés riche en sucre (Ghedira, 2013). lls sont assez nourrissants, laxatifs et adoucissants (Fig. 5)
(Fournier, 1947).
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Figure 5: Les fruits de Ziziphus lotus (Photo personnelle).

6. Utilisation de la plante

6.1. Utilisations traditionnelles et activité biologique

Ziziphus lotus est utilise en médecine traditionnelle pour prévenir des maladies et les traiter
comme le diabéte sucré (Ghedira et al., 1995), et les affections du tube digestif et le foie, elle

est utilisée, aussi, pour traiter les maladies respiratoires (Baba Aissa, 1999).

D'un autre c6té, Z. lotus présente des bienfaits sur les troubles métaboliques comme
antidiabétiques et hypoglycémiants (Abdoul-Azize, 2016). La plante est utilisée aussi comme

agent anti diarrhéique, sedatif et aussi comme antipyrétique et antivirale (Hachimi, 2016).

Les différents extraits préparés des racines, des feuilles et des fruits ont présenté des
activités anti-inflammatoire, analgésique et antiulcéreux (Borgi et al., 2008), et des activités

antioxydantes et antimicrobiennes grace a ces composés phénoliques (Bencheikh, 2023).

6.2. Alimentation et nutrition

La plante est récoltée pour étre utilisée comme aliment. Le fruit de jujubier est comestible
et consommé lorsqu’il est mar. Il est utilisé dans le domaine alimentaire sous plusieurs formes
telles que le thé, le jus, le pain, le miel, et la confiture et méme dans les gateaux (Abdoul-Azize,
2016).
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7. Compositions biochimiques

Les études phytochimiques menées sur le Z Lotus montrent la richesse de la plante en

meétabolites primaires et secondaires (Villanueva, 2017).
7.1. Métabolites primaires

Le jujube est connu par sa richesse en métabolites primaires et nutriments nécessaires tels

que les protéines, les minéraux (phosphore, calcium, potassium) (Lucien, 2012).

Les fruits du jujubier sont des sources de lipides et des acides gras tels que I’acide linoléique
et I’acide linolénique qui sont une source d’énergie pour ’organisme vivant. lls sont riches en
sucres, en vitamines C, A, B (Blet B2) et en vitamine E a faibles quantités (Tableau 1) (Pareek
et al., 2009).

Tableau 1 : Composition chimique de Ziziphus lotus (Chouaibi, 2011).

Composition chimique Rendement
Carbohydrate 40,87%
Lipides 32,92%
Protéines 19,11%
Sucres 20%

7.2. Métabolites secondaires

Z. lotus contient des molécules bioactives tels que les saponosides, les anthraquinones, les

triterpénes, les polyphénols (tanins, flavonoides) et les alcaloides (Catoire et al, 1994).

Les feuilles de Z. lotus contiennent des flavonoides comme I’apigénine et la lutéoline ainsi
que des composés phénoliques tels que 1’acide férulique, 1’acide chlorogénique et la quercétine
(Lamia et al., 2019).

Le tableau ci-dessous résume les principaux composés bioactifs présentent dans les

différentes parties de Z. lotus :

11
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Tableau 2 : des principaux composants des différentes parties de Z. lotus.

Partie de Z. Lotus Composants Contenu mg/100g Références
Polyphénols 14,68
Graines Carbohydrate 4087 (Chouaibi et al., 2012 ;
Pectines 1350 Abdeddaim et al., 2014)
Fibres totaux 16570
Acides phénoliques | 297-4078.2 (Ghazgh L 20
. . azghazi et al., 2014 ;
F .
ruit Flavonoides 122 Hammiet al., 2015)
Tannins 33
Phénols totaux 325
Flavonoides 173 (Abdedd 1 on
. Abdeddaim et al., 2014 ;
Pul T 22 n : ’
Hipe _annlns ) Rsaissiet al., 2013)
Fibres totales 4840
Matiére minérale 3200
Phénols totaux 664
Flavonoides 130-199 _
' e 39 (Gha.zgha2| etal., 2014 ;
Feuilles 5 . 340 Borgi et al., 2008 ;
aponines Macuek et al., 2004 )
Jujuboside B 3
Monosaccharides 8720
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1. Définition d’un produit cosmétique

Un produit cosmétique est un mélange ou une formulation congue pour agir sur différentes
parties du corps humaines tels que la peau et I’épiderme, les cheveux ou le systéme capillaire,
les ongles et méme sur la muqueuse buccale et les dents. Principalement pour objectif de les
parfumer, de les nettoyer, de les hydrater et les protéger, de les maintenir en bon état ou pour
faire des soins capillaires et corporels.

2. Classification

Iy a quatre classes principales des produits cosmétiques (Lafforgue et Thiroux, 2008).

1. Produits pour la peau : appliquer directement sur la peau comme les masques, les

produits solaires, cremes et lotions.

2. Produits capillaires : appliquer sur les cheveux comme les shampoings et les aprés-

shampoings, les huiles et les colorants capillaires.

3. Produits d’hygiénes : les solutions d’hygiéne dentaire, les savons et les déodorants,

laits de corps.
4. Produits pour les phaneéres : vernis, dissolvants.
3. Produits cosmetiques naturels

Les produits cosmétiques naturels sont des préparations qui utilisent des ingrédients
d’origine naturel issue du régne végétal tels que les huiles essentielles, huile d’amande, huile

d’olive, d’argan..., les extraits des plantes grace a leur composants bioactifs et les minéraux.

Les fabricants évitent I'utilisation des substances chimiques et indésirables comme le
silicone, sulfate, les conservateurs et tout ingrédients obtenus par des procédés non respectueux

de I'environnement (Wehler, 2007).
3.1. Ingrédients des produits cosmétiques naturels

Contrairement, aux produits conventionnels souvent chargés de composants synthétiques,

ils privilégient des ingrédients d’origine végétale, biologique ou minérale.

14
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3.1.1. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits obtenus a partir des plantes séches ou fraiches (les
feuilles, les fruits, 1’écorce ...) aromatiques, par différentes méthodes d’extraction
essentiellement par hydrodistillation et par technique d’entrainement a la vapeur d’eau. Ils sont
des composées liquides et volatiles grace a des molécules volatiles trés odorantes (Fernandez
et al, 2015 ; Garnero, 1996).

Les huiles essentielles (HE) sont utilisées dans les préparations des produits cosmétiques en
tant que :

- Agents de parfumage : certaines huiles essentielles constituent des bases des parfums
tels que HE de rose, HE de lavande, HE de Jasmine, HE de vetiver,... (Samir, 2009).
- Eléments actif de la préparation cosmétologique.

- Mediateur de pénétration du principe actif (Marcellin, 1983).
3.1.2. Huile végétale

L’huile végetale est une huile extraite a partir des graines, soit des plantes oléagineuses qui
contient une quantité importante des lipides dans leur fruits, et aussi tous les noyaux qui

contiennent de 1’huile (Rakotorimana, 2010).

C’est une huile qui se trouve a I’état liquide et qui contient des composés non volatiles et
organique, amphiphiles et hydrophobes, et qui est solubles dans les solvants organiques non

polaires (Vaitilingom, 2009).

Les huiles végétales ont de nombreuses utilisations dans les préparations des produits
d’utilisation externe par exemple en cosmétique et a des fins thérapeutiques. En cosmétologie,
ces huiles font partie des formulations dermatologiques comme les crémes, les pommades, les

émulsions, les patchs, les lipogels, les savons et les liniments (Krist, 2020).
3.1.3. Extraits naturels

Les extraits naturels sont des substances obtenues a partir de la mise en contact d’une plante
ou une matiere premicre avec des solvants aqueux ou organiques afin d’extraire des métabolites
de différentes nature (flavonoides, les tanins, les saponines, polyphénols, ...), qu’ils ont des

activités biologiques (antioxydante, antibactérienne ...) (Azmir, 2013).
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En cosmétologie, plusieurs études ont montré que certaines molécules ou substances dérivés
des extraits des plantes particulierement 1’acide hyaluronique et les antioxydants sont des
composants nécessaires des revitalisants pour la peau et elles ont associés a la croissance de la
peau, a I’hydratation des tissus et a I’inflammation (Ndlovu et al., 2013).

3.2. Exemples des Produits cosmétiques naturels

En raison des différents composants des produits cosmétiques, ils sont produits sous
différentes formes. On distingue :

3.2.1. Shampooing naturel

C’est un produit utilisé pour nettoyer le cuir chevelu et les cheveux (Ishii, 1997).

Le shampoing naturel formulé a base des ingredients naturel comme les extraits des plantes
et les huiles essentielles contrairement aux shampoings conventionnels qui contient des

substances chimiques tels que les sulfates, parabénes, et les silicones.

Il existe nombreux shampooing synthétique, non médicamenteux et médicamenteux sur le
marché. Les shampooings peuvent étre des shampoings en liquide, des shampooings poudre ou
sec, des shampooings en lotion, des shampooings solides, et peuvent étre des shampooings
spécialisés comme le shampooing antipelliculaire et le shampooing pour bébé (Potluri et al,
2013).

3.2.2. Les savons naturels

Les savons naturels sont des produits d’hygiéne et de soin corporel. 1ls sont produits a partir
de la combinaison d’une maticre gras (les huiles essentielles, les graisses végétales ou

animales...) avec une base (potasse ou soude) sans additif chimique (Moyen, 2009).
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1. Activité antioxydante

1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif peut se produire lorsqu’il y’a un déséquilibre entre les systémes
antioxydants et la source pro-oxydantes des radicaux (Favier, 2003). C’est une circonstance
anormale que traversent parfois nos cellules ou un de nos tissues lorsqu’ils sont soumis a une
production, endogéne ou exogeéne, de radicaux libres oxygénés qui dépasse leurs capacités
antioxydants(Fig.6) (Favier, 2006).

R nutrition
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Y . Oligoélements

Hg Pb Glutathion s
Ccd Thiorédoxine Cfl | {_’_
SOD, GPx zn \ \1
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Figure 6:La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).

1.1.1. Les conséquences du stress oxydant

Le faible stress augmente I’expression de protéines d’adhésion au méme temps la
prolifération cellulaire. Par ailleurs, le stress moyen facilite ’apoptose, et le fort stress provoque
une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des lyses
immédiates. Il y’a autres anomalies biologiques causés par le stress oxydant tels que la fibrose,
formation d’auto-anticorps,dép6t des protéines anormales, dépdt de lipides oxydés,

carcinogenése, malformation des feetus, immunosuppression et mutation (Favier, 2003)
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1.1.2. Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant provoque plusieurs maladies qui apparaissent avec 1’age car le
vieillissement augmente la production mitochondriale de radicaux et diminue les défenses
antioxydants (Sohal et al, 2002).

I1 participe aussi a I’apparition de maladies plurifactorielles tels que les rhumatismes, la
maladie d’Alzheimer, les maladies cardiovasculaires et le diabéte sucré (Montagnier et al,
1998).

1.2. Les radicaux libres

Toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non appariés est un radical libre
(Jacques, 2004).

Cette molecule réagie rapidement avec d’autre composants car elle est trés instable, elle
essaie de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité. Le radical libre attaque la
molécule stable la plus proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient

elle-méme un radical libre (Martinez, 1995).

1.3. Les especes réactives (ER)

Les espéces réactives sont des atomes ou des molécules qui sont formées par interaction ou

voie enzymatique (Thannickal et Fanburg, 2000).

On connait trois familles d’espéces réactives: les espéeces réactives de I’oxygene (reactives
oxygen spieces: ROS), les espéces réactives de 1’azote (reactives nitrogen spieces: RNS) et les
especes réactives de chlore (reactives chlorine spieces: RCS) (Pérez-Matute, Zulet et
Martinez, 2009 ; Berger, 2006).

1.3.1. Les espéces réactives d’oxygéne (ROS)

Les espéces réactives d’oxygene formant une famille de petites molécules dérivées de

I’oxygene (Yalin Emre, 2007).

Le transfert d’électron a I’oxygéne moléculaire a partir des composés fortement réducteurs
conduit a la formation des espéces réactives de 1’oxygene. Ce transfert donne deux formes de
ROS: un ROS non radicalaire moins réactif tel que le peroxyde d’hydrogene (H202) et un
radical libre ROS tres réactif, tel que le radical hydroxyle(HO)(Pospisil et al., 2019).
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Les ROS sont liés aux dommages cellulaires et a la toxicité, et encore contiennent des
radicaux de I’oxygene et les oxydant non radicaux (Shadel et Horvath, 2015 ; Zorov et al,
2014).

1.3.2. Les espéces réactives d’azote (RNS)

Le monoxyde d’azote et le nitrite donne les espéces réactives d’azote. Elles peuvent
modifier les molécules biologique (par exemple : les lipides insaturés ou les petites molécules,
les acides nucléiques et les protéines) par effectuant des réactions d’oxydation, de nitration ou
de nitrosation (Peyrot, 2004).

Le plus important dans la famille de (RNS) est I’oxyde nitrique (NO) qui est généré dans
I’organisme par I’action enzymatique des syntheses d’oxyde nitrique sur la L-arginine et

I’oxygeéne (Tejero et al., 2019; Tousoulis et al., 2012).

Le nitrite est un composé chimique formé de deux atomes d’oxygene et un atome d’azote.
Il est capable de produire des sels comme le nitrite de potassium (KNO-) ou le nitrite de sodium
(NaNo) (Gladwin et al., 2006 ;Premont et al., 2020).

1.4. Les antioxydants

Toute substance qui en faible concentration par rapport au substrat, sont susceptible d’étre
oxydé, prévient ou ralentit ’oxydation de ce substrat. Ils peuvent étre classés selon leur mode

d’action, leur localisation cellulaire et leur origine (Halliwell, 1999).

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les antioxydants
naturels dont I’efficacité est la plus reconnue aussi bien dans I’industrie agroalimentaire que

pour la santé humaine sont : les tocophérols, les caroténoides et les polyphénols (Gueye, 2007).

On trouve dans de nombreux aliments des substances capables de réduire ou neutraliser les
dommages causés par les radicaux libre, appelés antioxydants, qui permettent de maintenir au

niveau de la cellule non cytotoxique de ROS (reactives oxygen spieces).

On distingue deux systémes : enzymatique et non enzymatique qui peuvent étre endogéne

ou exogene (Vansant, 2004).
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1.4.1. Les antioxydants enzymatiques
Superoxyde dismutase (SOD) : est un antioxydant qui catalyse la dismutation de I’anion
superoxyde en Oz et H20, (Fridovich, 1995 ; Teixeira et al., 1998).
072+ 072+ 2H* - H,0, + O,(Hurst et al., 1997)

Catalase : elle permet de convertir deux molécules de H,0,en deux molécules deH,O et une

molécule deO,
2H,0, - 2H,0 + 0,
Glutathion peroxydase :c’estla réduction de R-OOH en R-OH (Mates et al,2018)
ROOH + 2GSH - ROH + GSSG + H,0

1.4.2. Les antioxydants non enzymatiques

Certains antioxydants non enzymatiques sont solubles dans I’eau ce qui leur permet d’agir
dans la fraction soluble de la cellule ou dans le plasma, c’est le cas du glutathion et la vitamine
C (Buonocore et al., 2010, Asard, 2008).

Les autres systémes antioxydants, tels que les vitamines E, A et le B-carotene (Buonocore
et al., 2010, Palace et al., 1999), étant liposolubles agissent au sein des membranes. Les
molécules amphipathiques peuvent agir dans les deux environnements (Buonocore et al.,
2010).
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Tableau 3: Principaux antioxydants non enzymatique et sources alimentaires associées
(Mohammadi, 2013).

Principaux nutriments antioxydants Source alimentaire

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou,
poivron

Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre,

B-carotene Légumes et fruits

Sélénium Ceréales, volaille, viande, poisson

Zinc Viand_e, pa_ir_l complet, légumes verts,
produits laitiers

Flavonoides Fruits, légumes, the vert

Acides phénoliques Céréales complétes, baies, cerises

Tannins Lentilles, thé, raisins

2. Activités antibactériennes

2.1. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances, d’origine synthétique ou biologique agissant
spécifiqguement sur une étape essentielle du métabolisme des agents antibactériens.
Ce sont des substances chimiques élaborées par des microorganismes qui possedent le pouvoir
d'inhiber la croissance ou le développement des bactéries dans lesquelles elles pénetrent en
perturbant le métabolisme ou en agissant spécifiquement sur une étape essentielle de ce dernier,
mais qui sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules humaines ou animales (Alioui,
2020).

2.2. Les agents antimicrobiens

e Les bactéricides : sont des agents antimicrobiens qui tuent les bactéries.

e Les bactériostatiques : sont des agents qui empéches la croissance des bactéries (Pankey
et Sabath, 2004).
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2.3. Les méthodes d’évaluation d’activité antimicrobienne

2.3.1. Méthode de dilution

Les méthodes de dilution sont les plus appropriées pour la détermination des valeurs de
CMI, car elles permettent d’estimer la concentration de 1’agent antimicrobien testé dans la
gélose (dilution en gélose) ou dans le bouillon (macro dilution ou micro dilution). La méthode
de dilution en bouillon ou en gélose peut étre utilisée pour mesurer quantitativement I’activité
antimicrobienne in vitro contre les bactéries et les champignons. La valeur CMI enregistrée est
définie comme la concentration la plus faible de I’agent antimicrobien testé qui inhibe la
croissance visible du micro- organisme testé, et elle est généralement exprimeée en mg/mL ou
mg/L (Pfaller et al., 2004 ; Balouiri et al., 2016).

2.3.2. Méthode de diffusion en puits d’agar

La méthode de diffusion en puits d’agar est largement utilisée pour évaluer ’activité
antimicrobienne des plantes ou des extraits microbiens (Magaldi et al., 2004 ; Valgas et al.,
2007). Comme pour la méthode de diffusion sur disque, la surface de la plaque d’agar est
inoculée en étalant un volume d’inoculum microbien sur toute la surface de I’agar. Ensuite, un
trou d’un diametre de 6 a 8 mm est percé aseptiquement a 1’aide d’un perce-bouchon stérile ou
d’une pointe, et un volume (20- 100 ml) de I’agent antimicrobien ou de la solution d’extrait a
la concentration souhaitée est introduit dans les puits. Les plaques de gelose sont ensuite
incubées dans des conditions appropriées en fonction du micro-organisme testé. L’agent
antimicrobien se diffuse dans le milieu gélosé et inhibe la croissance de la souche microbienne
testée (Balouiri et al., 2016).

2.3.3. Méthode de diffusion sur disque d’agar

Le test de diffusion sur disque d’agar, mis au point en 1940 (Heatley, 1944), est la méthode
officielle utilisée dans de nombreux laboratoires de microbiologie clinique pour les tests de
sensibilité aux antimicrobiens de routine. Aujourd’hui, de nombreuses normes acceptées et
approuveées sont publiées par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) pour les
tests sur les bactéries et les levures (CLSI, 2012 ; CLSI, 2004).
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Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche «Antibiotiques,
antifongique, physico-chimie, synthése et activité biologique », département de biologie,
faculté des sciences de la nature et de la vie, des sciences de la terre et de 'univers, université

Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

1. Objectif de cette étude

Le but de notre étude est d’explorer les analyses phytochimiques et 1’évaluation de I’activité
antioxydante et antibactérienne des extraits préparés des feuilles de Ziziphus lotus, afin de
formuler des produits cosmétiques naturels a base de ces extraits tels qu’un shampooing solide

et un savon.

Notre plante est connue pour ses propriétés bénéfiques dans le domaine de la cosmétologie.
Nous mettions 1’accent sur la quantification et I’identification des molécules bioactifs présents
dans les feuilles de Ziziphus lotus en vue de garantir que nos produits cosmetique naturels a
base de cette plante soient efficaces et aussi respectueux pour l’utilisation dans les soins

quotidiens.

2. Materiel végetal

Le matériel végétal utilisé dans notre travail est constitué des feuilles séchées de la plante
de Ziziphus lotus. Ces feuilles ont été soigneusement récoltées au mois d’aott dans la région

d’Ouled Riyah, située dans la wilaya de Tlemcen.

3. Préparation des extraits

3.1. Extrait brut aqueux préparé par décoction

30 g des feuilles séchées de Ziziphus lotus broyées ont été mélangés avec 200 ml d’eau

distillée, et laisses chauffer en ébullition, sous reflux, pendant 45 min.

L’extrait brut récupéré par décoction (EBD) a été filtré et séché dans une étuve a

température 35°C.

3.2. Extrait brut aqueux préparé par macération

30 g des feuilles séchées de Ziziphus lotus ont été macérées avec un volume de 200 ml de
I’eau distillée, pendant 48 heures a une température ambiante, sous agitation et a 1’abri de la

lumiére.
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L’extrait brut récupéré aprés macération (EBM) a été filtré et séché dans une étuve a

température 35°C.

3.3. Calculs de rendement

Le rendement de chaque extrait brut récupéré (EBD et EBM) a été calculé en utilisant la

formule suivante :
R (%)=M-m / Mgx 100
Avec :
M : la masse en gramme (g) de la boite de pétri remplie (boite de pétri + extrait brut).
m : la masse en gramme (g) de boite de pétri vide.
Mo : la masse initiale de matériel végetale utilisé exprimé en gramme.
R : le rendement en %.

4. Les tests phytochimiques

Une analyse qualitative a été effectuée sur les extraits bruts (EBD et EBM) des feuilles
séchées de Ziziphus lotus obtenus. Elle est basée sur des réactions de coloration, de précipitation
et d’observation sous lumiére ultra-violette, afin de mettre en évidence la présence des

différents métabolites secondaires.

Ces tests ont été menés selon les techniques de caractérisation qualitatives décrites par
(Bruneton, 1999 ; Harbone, 1998).

4.1. Composés azotés

> Les alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,

respectivement, révele la présence d’alcaloides.
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4.2. Les composés phénoliques

> Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution

aqueuse de FeCls (1%). Le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu noirétre.

> Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI concentré

et quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune

prouve la présence des flavonoides.

> Les quinones libres

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH a 1%). L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libres.
» Anthraguinones

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter Iml de NH4OH (10%)

puis agiter. L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.
» Les coumarines (Fluorescence UV)

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser, prendre le premier comme
témoin et ajouter a I’autre 0,1 ml de NH4OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et

examiner sous la lumiere UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des

coumarines.

4.3. Composés terpéniques

> Les saponines (test de mousse)

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure a 1 cm de mousse indique

la présence de saponines.
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Dans une série de 10 tubes a essai numerotés de 1 a 10, introduire respectivement 1, 2, 3,
...,10ml de la solution a analyser. Ajuster le volume de chaque tube a 10 ml avec de I’eau
distillée. Agiter chaque tube dans le sens de la longueur du tube pendant 15 secondes. Laisser

reposer 15 min et mesurer 1’hauteur de la mousse produite dans chaque tube.
L indice de mousse (1) est calculée par la formule suivante : 1 = 1000 /N

N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm.
» Terpenoides (Test de Slakowski)

Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser, ajouter 0,4ml de chloroforme
et 0,6 ml d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marronne a

I’interphase indique la présence des terpénoides.

4.3. Les composes réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml reactif
B) a 1 ml d’extrait a analyser et incuber I’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

5. Le dosage des composés phénoliques

5.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été quantifiés a ’aide d’une méthode spectrophotométrique,

conformément au protocole détaillé par (Vermerius et Nicholson 2006).
» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hs3PM12040). 1l est réduit lors
de ’oxydation des phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne ayant
une absorption maximale & 700nm dont I’intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité

de composés phénoliques présents dans 1’échantillon (Vermerius et Nicholson, 2006).
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» Mode opératoire

0,1 ml d’extrait (1mg/ml) est mélangé avec 2 ml de la solution de carbonate de sodium
(Na2CO3 a 2%). L’ensemble est agité par un vortex et incubé pendant 5 minutes. Puis, 0,1 ml
du réactif Folin-Ciocalteu 1N est ajouté. Le mélange final est incubé a une température
ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 30 minutes. La lecture est effectuée contre un blanc

a I’aide d’un spectrophotométre a 680nm (Tableau 03).

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele en

utilisant 1’acide gallique comme étalon (controle positif) a partir d’une solution mere de 0,5
mg/ml (Tableau 03).

» Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme Equivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait sec (ug EAG/ mg ES).
Chaque essai est repété 3 fois.

Tableau 03 : Dosage des polyphénols totaux.

Extrait
La gamme d’étalon (acide gallique) (Img/ml)
EBM | EBD
L'zfrﬂe gallique] | 5 | 55 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 |350 | 400 | 450 |s00]| - ;
'(Anfl')dega”'q“e - lo1l01]01l01]0101]01]01]01]|01]| - ;
Eaudisulle(m | 01 | - |- |- |- |- |- |- |- |- [- |- i
Extraits (ml) - - - - - - - - - - - 0,1 0,1
0,
r’:']?)zco3(2/°) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |2 2
Agitation et incubation pendant 5 min
Folin-Ciocalteu | 1\ o1 | 61 [ 01 |01 | 02]01 |01 |01 |01 ]|01]01 01
(AN) (ml)

Incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 min

Mesure de I’absorbance a 680nm

5.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux est déterminée par le test de trichlorure d’aluminium selon

la méthode décrite par (Zhichen et al., 1999).
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> Principe

Le principe de cette méthode se repose sur I’oxydation des flavonoides en milieu alcalin par
le nitrite de sodium (NaNO3) et le chlorure d’aluminium (AlClz) en composant de couleur rose

absorbant a 510nm.
» Mode opératoire

250 pl de I’extrait (1mg/ml) est mélangé avec 1ml d’eau distillée et 75 pl d’une solution de
nitrite de sodium (NaNO2 a 15%). Apres une incubation de 6 minutes a température ambiante,
75 wul de chlorure d’aluminium (AIClz a 10%) est ajoutés. Aprés 6 minutes, 1 ml d’hydroxyde
de sodium (NaOH a 4%) est incorporé, et le volume total est ajusté a 2,5 ml avec 1’eau distillée.
Le mélange est agité puis laissé a incuber a température ambiante, a ’abri de la lumiére, pendant
30 minutes. L’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 510nm contre blanc (Tableau

04).

Dans des conditions opératoires similaires, une courbe d’étalonnage est établie en parallele
en utilisant la catéchine comme contrdle positif a un intervalle de concentrations de 25 a 500
pg/ml (Tableau 04).

> Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme

d’extrait sec (ug EC /mg ES).

Chaque essai est réepéte 3 fois.
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Tableau 04 : Méthodes de dosage des flavonoides.

. Extraits
Gamme d’étalonnage (1mg/m)
Tube Blanc| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | EBD | EBM
[Catéchine] | 1 54 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 | - -
pg/mi
Catéchine
() - 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 - -
Eau distillée 250 i i ) ) ] ] ) ) ) ) i i
(ub
Extrait (ul) | - - - - - - - - - - - | 250 | 250
(0)
Nal\iOlz) % 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
n
Incubation pendant 6 min & température ambiante
(0)
A|C(|312)LO /o 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
n
Incubation pendant 5min a température ambiante
NaO(El)(lM) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
Ea”(d'ls)t'"ee 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500
n

Incubation pendant 30 min a température ambiante
Lecture de I’absorbance a 510nm

5.3. Dosage des tanins condensés

» Principe

Le dosage des tanins condensés est réalisé par le réactif de la vanilline, selon la méthode
décrite par Sun et al., (1998).

Les tanins condensés se dépolymérisent en milieu acide et se transforment en réaction avec
la vanilline en anthocyanidols de couleur rouge qui absorbe a 550nm. Cette couleur est

proportionnelle a la quantité des tanins condensés présente dans les extraits.

» Mode opératoire
50 ul de chaque extrait (1mg/ml) est mélangé avec 1500ul de la solution vanilline/méthanol

(4%, m/v). Aprés agitation des tubes, 750 ul d’HCI (35%) sont, ajoutés.
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Le mélange est agité puis laissé a incuber a température ambiante, a I’abri de la lumiére,
pendant 20 minutes. L.’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 550nm contre blanc

Une gamme d’étalonnage de la catéchine (100 a1000ug /ml) est préparée dans les mémes

conditions expérimentales.
» Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme
d’extrait (ug EC /mg E).

6. Evaluation d’activité antioxydante

Evaluation de I’activité antioxydante (in vitro), des extraits bruts préparés par décoction et
maceration, a eté réalisé par le test piégeage du radicale libre DPPH et le test du pouvoir
réducteur de fer FRAP.

6.1. Test du piegeage du radical libre DPPH

> Principe

Ce test est basé sur I'utilisation de DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) comme un

radical libre relativement stable (Mansouri et al, 2005).

Le radical DPPH a une couleur violette. Le changement de cette couleur en jaune indique

que les antioxydants réduisent DPPH (Sanchez-Moreno, 2002).
Ce test est mesuré par un spectrophotometre a 517nm (Majhenic et al, 2007).
» Mode opératoire

Le test de DPPH a éteé réalisé suivant la méthode décrite par (Bektas et al, 2005)

Une série de concentration des extraits étudi€s est préparée dans 1’eau distillée. 50ul de

chacune sont ajoutés a 1950ul d’une solution méthanolique de DPPH.

Pour chaque concentration d’extrait, un blanc est préparé, en mélangeant 50ul de chaque

concentration avec 1950l de 1’eau distillée.

Un témoin négatif est aussi préparé, en ajoutant a 50ul méthanol, 1950ul d’une solution

méthanoliques de DPPH.

Dans les mémes conditions, un témoin positif est préparé en utilisant ’acide ascorbique a

différentes concentrations.
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Apres une période d’incubation de 30 min, ’absorbance est mesurée a 517nm.

Chaque essai est répété 3 fois.
» Expression des résultats

L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I %) est calculée de la maniére
suivante : 1% = [(A blanc — A échantillon) / A blanc] x 100

Une courbe de régression logarithmique des concentrations de I’extrait en fonction de 1 %
a été tracée pour déterminer la CI50, défini comme la concentration d’extrait nécessaire pour

diminuer la concentration du DPPH initiale de 50%.

Plus I’efficacité du I’extrait est élevée, plus la valeur de CISO0 est faible (Mehezzi Habellah
et al., 2016).

6.2. Test de réduction du fer : FRAP (FerricReducing Antioxydant

Power)

> Principe

Selon la méthode d’Oyaizu (1986), I’activité réductrice d’un extrait étudié a été analysée
par une réaction d’oxydo-réduction entre les ions métallique issus du ferricyanure de potassium

et Pextrait.

Ferricyanure de potassium KsFe(CN)sfournit des ion ferriques (Fe®*), qui peuvent étre
réduit en ions ferreux (Fe?*). Ces ions vont réagir avec FeCls, produisant une coloration vert-

bleu, selon la capacité de réduction des extraits, mesurable a 700 nm.
» Mode opératoire

100 pl de P’extrait a différentes concentrations sont mélangés avec 250 pl de solution
tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 250 ul de solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s (1%). Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 minutes dans une étuve, puis
refroidi. Par la suite, 250 pl d’acide trichloracétique (TCA) (10%) est ajoutés. Apres
centrifugation pendant 10 min a 3000 rpm, 500 ul de surnageant sont combinés avec 500 pl

d’eau distillée et 100 ul d’une solution aqueuse de chlorure de fer (FeCls (0,1%)).

La lecture des absorbances du milieu réactionnel est faite a 700 nm a 1’aide d’un

spectrophotomeétre, en utilisant un blanc préparé en remplagant I’extrait par de I’eau distillée.
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Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide
ascorbique dont 1’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les extraits dans

différentes concentrations.
» Expression des résultats

Les résultats présentés sous forme de courbe de régression linéaire d’absorbance en fonction
de différentes concentrations de chaque extrait, permettant de déterminer ’EC50, qui représente

une absorbance a0.5.

L’EC50 est la concentration efficace a 50% d’un extrait. C’est est la concentration dans
laquelle ’extrait étudie est capable de réduire 50 % de la quantité de fer ferrique présente en

mg/ml.

L’extrait le plus efficace présente ’EC50 le plus faible.

7. Evaluation d’activité antibactérienne

7.1. Souches testées

Dans le but de tester ’effet antibactérien in vitro des extraits aqueux préparés par decoction
et macération (EBD, EBM), on a utilisé des souches de références qui sont mentionnées dans

le tableau suivant (Tableau 5).

Tableau 5 : Souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne.

Microorganismes Gram Code
Staphylococcus aureus - ATCC 29213
Positif
Bacillus subtillus ATCC 6633
Bactéries Psedomonas aerugenosa ATCC 27853
Escherichia coli TEM Négatif ATCC 35218
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

ATCC: American Type Culture Collection.
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7.2. Milieux de culture

Les milieux de culture sont indispensables a la multiplication bactérienne ce qui permet a
I’étude de I’activité antibactérienne. Les milieux utilisés durant cette étude, sont indiqué dans

le tableau ci-dessous.

Tableau 4 : Les milieux de culture utilisé dans cette étude

Milieu de culture pH Utilisation
Gélose nutritive 6 Pour la conservation des souches
Bouillon Mueller Hinton 7,4 Pour le repiquage des bacteéries

) . Pour I’évaluation d’activité
Gélose Mueller-Hinton 7,4

antibactérienne des bactéries

7.3. Antibiotique utilisée

L’antibiotique utilisé est illustré dans la figure ci-dessus :

Figure 7: Ampicilline (AMP) 10ug (Biocare).
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7.4. Etapes préliminaires a I'étude
Préparation de I’inoculum

L’inoculum est un échantillonnage de microorganismes ensemencé dans un milieu de

culture biologique par inoculation.

= Dans les bouillons (BMH pour les bactéries), réaliser une pré-culture des souches pour

garantir la croissance.

= Apres incubation de 18/24h a 37°c pour les bactéries, la turbidité est ensuite ajustée au
standard Mc Farland 0.5 avec un colorimétre, en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible,
ou bien le milieu (BMH ou BS) stérile pour le diluer s’il est trop chargé. Les normes
correspondent & 108 UFC/mL pour les bactéries (D.O = 0.08 4 0.1 / A 625 nm).

» Faire ’ensemencement dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I’inoculum (Rahal

et al., 2008 ; Vitali et al., 2016).
Ensemencement

Les boites Pétri sont coulées a une épaisseur de 4 mm. Ensuite, ils sont introduits dans

I’étuve a 37°C pendant 30 min avant I’ensemencement afin d’éliminer I"’humidité.

= Dans le tube de la suspension bactérienne, on trompe un ecouvillon stérile puis on doit
I’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum.

= Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en stries serrées,
et répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite 60° a chaque fois sans oublier de faire pivoter

I’écouvillon sur lui-méme.
= Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

= Recharger 1’écouvillon a chaque fois quand on ensemence une boite de Pétri (Rahal et al,

2008).
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7.5. Méthode des puits

C’est la technique de base utilisée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un
effet antimicrobien, elle est aussi appelée : la technique de dilution en gélose pour la
détermination des extraits actifs.

v' Mode opératoire

e Prélever a ’aide d’une pipette Pasteur des colonies bien séparées des souches bactériennes
étudiées pour les homogénéiser dans 5 ml d’eau physiologique stérile.

e Ensemencer par écouvillonnage en stries, en tournant la boite d’environ 60°, de maniére a
assurer une distribution homogene des bactéries sur les boites.

e Les souches bactériennes a tester se préparent par la méthode des stries dans des boites de
Peétri contenant la gelose nutritive, puis incubées pendant 24h a 37°C pour obtenir des colonies
isolées.

e Découper des trous circulaires dans la gélose de chaque boite de Pétri pour former des puits.
e Remplir les puits avec 100 pl des deux extraits a tester (macération et décoction) a des
concentrations différentes (50 mg/ml et 100 mg/ml).

e La lecture se fait en mesurant avec précision les différents diametres des zones d’inhibition.

8. Préparation de savon solide
v" Principe
La saponification a froid est un procédé simple et économe en temps et en énergie.

La saponification est le processus chimique qui se produit lorsque l'alcali, généralement la
potasse (KOH) ou la soude (NaOH), réagit avec les corps gras tels que les huiles ou les graisses.

Les produits de cette réaction sont le savon et la glycérine.

Dans le cadre de ce travail, nous avons préparé un savon solide en utilisant le procedé de

saponification a froid.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent I'efficacité de ce procédé dans la production
de savon de qualité, respectueux de la peau et offrant une expérience agréable lors de leur

utilisation.

38




Etude expérimentale Matériel et Méthodes

v' Matiéres premieres
Les matiéres premiéres utilisés dans la préparation du savon sont comme de suit

- Acide citrique

- Extrait de la plante « Sidr »
- Glycérine

- Huile d’amande

- Huile d’olive

- Huile Essentielle Arbre thé
- Huile noix coco

- NAOH

- Vitamine E

v’ La préparation

e Nous avons part d’'un mélange d’extrait des feuilles de la plante Ziziphus lotus et la soude

nécessaire.

e Nous ajoutons le mélange des huiles nécessaires.

e Nous avons saponifié a une température ambiante. Les additifs sont ajoutés au cours méme

de la saponification, juste avant de verser dans les moules.

e Une mesure de pH.

e Le savon obtenu par cette méthode doit murir au moins un mois avant d’étre utiliser. Ce

temps de maturation est souvent considéré comme indispensable pour terminer la

saponification.
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9. Préparation de shampoing solide
v" Principe

Le shampoing solide repose sur I’agrégation de tensioactifs anioniques doux avec des agents

sur graissant (huiles végétales) et des actifs naturels (Ziziphus lotus).

Le mécanisme de nettoyage repose sur I’émulsion des corps gras par les tensioactifs, tandis
que les huiles restaurent le film hydrolipidique capillaire. La poudre de « Sidr » apporte des

saponines naturelles, renforgant I’effet nettoyant et antipelliculaire.
Le shampooing solide est formulé a partir des ingrédients ci-dessous :

- Huile d’amande

- Huile d’argan

- Huile Essentielle Romarin

- Huile noix coco

- Poudre des feuilles de la plante « Sidr »

- Tension active

v’ La préparation
e Nous avons mélangé les huiles dans un bol.

e Dans un autre bol sec, nous mélangeons tension active+ poudre de « Sidr » a 1’aide d’une

spatule.

e Nous avons Versé le mélange des huiles sur le mélange TA/Sidr et nous placons dans le bain

marie.
e Bien homogénéiser pour éviter les grumeaux.
¢ Nous ajoutons huile essentielle de romarin.

e Nous avons transvasé le mélange dans un moule en silicone.
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1. Caractéristiques des extraits préparés

Les feuilles séchées et broyées de la plante Ziziphus lotus ont été extraites par deux

méthodes :

e Maceration : pendant 48h.

e Decoction : sous reflux pendant 45 min.
Ces deux méthodes d’extraction permettent de récupérer deux extraits bruts aqueux.

Les caractéristiques des extraits préparés, sont représentées en aspect, couleur et solubilité.

Elles sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 5: les caractéristiques des extraits de feuilles de Ziziphus lotus préparés par
macération (EBM) et décoction (EBD) :

Extrait EBM EBD

Aspect Poudre cristallisée Poudre cristallisée
Couleur Marron claire Marron

Solubilite Eau distillée Eau distillée
Rendement 7,75% 18,15%

EBD : Extrait de feuilles de Z. lotus préparé par décoction ; EBM : Extrait de feuilles de Z. lotus préparé

par macération.

L’aspect des deux extraits apres le sechage en boite de pétri pendant 24h, sont représentés

dans les figures suivantes (Fig 8) (Fig 9).
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Figure 9:Extrait de feuilles de Z. lotus
préparé par macération (EBM).

Figure 8: Extrait de feuilles de Z. lotus
préparé par décoction (EBD).

Selon les résultats obtenus, nous avons observeé que les deux extraits ont un couleur marron,

avec méme aspect des poudres cristallisé solubles dans I’eau distillée.

En outre, nous avons noté des rendements variables pour les deux extraits, avec des

pourcentages de 18,15% pour I’extrait obtenu par décoction et de 7,75% pour I’extrait obtenus

par macération.

2. Tests phytochimiques

La détection des différents métabolites secondaires a été réalisée a ’aide des méthodes

qualitatives basée sur des réactions chimiques.

Ces tests ont été caractérise par des changements de couleur, une précipitation ou par une

formation d’une mousse.
Le tableau 5 résume les résultats obtenus des tests phytochimiques :

Tableau 6: Les résultats des tests phytochimiques des extraits de feuilles de Ziziphus lotus

préparés par macération (EBM) et décoction (EBD)
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Métabolites secondaires Tests et réactifs EBM EBD
Saponines Test de mousse +++ +++
Alcaloides Mayer - +

Wagner + +
Tanins FeClz (1%) +++ +++
Flavonoides MgCl2 + -
Quinones libres NaOH (1%) + +
Anthraquinones NH4OH (10%) + -
Térpenoides Slokowski - -

Librman . -
Coumarines NH4OH (10%) +++ ++
Composés réducteurs Liqueur de Fehling + +

EBD : Extrait de feuilles de Z. lotus préparé par décoction ; EBM : Extrait de feuilles deZ. lotus préparée
par macération ;(-) : test négatif, (x) : trés faible, (+) : test positif ; (++) : test moyennement positif ;

(+++) : test fortement positif.

Les tests phytochimiques realisés sur les deux extraits préparés des feuilles de Z. lotus
obtenus par décoction et macération, ont révélés une forte présence des saponines, des tanins et
des coumarines et une fiable présence des composés réducteurs et des alcaloides dans les deux
extraits. En revanche, nous avons noté que les flavonoides, les anthraquinones et les quinones

libres sont présent seulement dans I’extrait préparé par maceration (EBM).

Par contre, le test des terpénoides est révélé négativement dans les deux extraits.
3. Indice de mousse

L'indice de mousse est une mesure de la capacité des saponines a produire de la mousse
lorsqu'elles sont agitées avec de I'eau. C'est une caractéristique importante pour l'identification

et la quantification des saponines dans un extrait ou une plante.

Pour évaluer I’indice de mouse pour les extraits étudiés (EBM et EBD), nous avons utilisé

la méthode d’agitation des différentes dilutions des extraits dans I’eau distillée et nous avons
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mesuré la hauteur de la mousse en cm. Les résultats sont representés dans la FigurelO et le
Tableau 06.

Figure 10:La hauteur de mousse pour les deux extraits EBM et EBD.

Tableau 7:La hauteur de mousse pour les différentes dilutions des deux extraits préparés des

feuilles de Z. lotus.

Numéro du
tube

La hauteur | EBM | 5 6 6 6.1 | 7 7 7 8 | 72 | 6
de mousse

EBD| 6 | 7| 6 | 8 |6 | 6 | 5 |75| 75 |7
(cm)

EBD : Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par décoction ; EBM : Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par macération.

D’apres les résultats obtenus, nous avons confirmé la richesse des feuilles de Z. lotus, en

saponines ou la hauteur en mousse a vari¢ entre 5 et 8 cm pour 1’ensemble des tubes tests.

La formule (I=1000/N) est utilisée pour estimer 1’indice de mousse des extraits de plante,
ou le N présente le numéro (ou le volume d’extrait en ml) du premier tube qui présente une

hauteur de plus de 1cm d’une mousse persistante durant 20 min.

Dans notre étude Le tube numéro 1 (volume d’extrait 1ml) a marqué une hauteur supérieure
a lem pour les deux extraits (EBM et EBD). Donc I’indice de mousse enregistré est de ’ordre

de 1000.
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4. Le dosage des composés phénoliques

4.1. Le dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les deux extraits EBM et EBD, a été réalisé par

méthode spéctrophotométrique(méthode de Folin-Ciocalteu).

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 11) nous permet de calculer les teneurs

en polyphénols totaux a partir de I’équation de régression (y=0,0003x ; R?=0,996) :

y = 0,0003x
R? = 0,996

0.16 -

0.14

0.12

0.1

0.08

0.06

Absorbance a 700 nm

0.04

0.02

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Concentration mg/ml

Figure 11:Courbe d'étalonnage d'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Le tableau suivant représente les résultats des teneurs en polyphénols totaux des deux

extraits exprimés en ug EAG /mg E.

Tableau 8: les teneurs de polyphénols totaux des deux extraits préparés des feuilles de Z.

lotus.
Extrait
EBM EBD
Polyphénols totaux
332,33 +£0,0027 341,33 + 0,0055
(Mg EAG /mg E) + ecart type

EBD : Extrait de feuilles de Z. lotus préparé par décoction ; EBM : Extrait de feuilles de Z. lotus préparé par macération.
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Selon les résultats obtenus, nous avons constaté que 1’extrait obtenu par décoction présente
la teneur en polyphénols la plus élevée, avec une teneur de I’ordre de 341,33 + 0,0055 pg
EAG/mg E, suivi par I’extrait obtenu par macération avec une teneur d’environ 332,33 +0,0027

Mg EAG/mg E.
4.2. Le dosage des flavonoides

Le dosage de flavonoides des deux extraits des feuilles de Ziziphus lotus (EBM et EBD)a
été effectué par une méthode spectrophotométrique.

La courbe d’étalonnage de catéchine (Figure 12) a été réalisé en mesurant 1’absorbance en
fonction de la concentration qui permet de calculer les teneurs en flavonoides a partir de

1’équation de régression (y = 0,002x ; R? = 0.997) :

1.2
£ y = 0,002x
c 'R2=0,997
o
i
N
(T
Q
(8]
c
©
o]
.
o
(7]
o]
<
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Concentration mg/ml

Figure 12:la courbe d'étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.

Les teneurs en flavonoides, exprimées en ug EC /mg E, sont enregistrées dans le tableau

suivant :

47




Etude expérimentale Résultats et interprétation

Tableau 9: les teneurs en flavonoides des deux extraits préparés des feuilles de Z. lotus.

Extrait
EBM EBD

Flavonoides
) 25,35 +0,0046 26,45+ 0,0002
(Mg EC /mg E) * écart type

EBD :Extrait de feuilles de Z. lotus préparé par décoction ; EBM : Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par macération.

Selon les résultats observés, nous avons enregistré des faibles teneurs en flavonoides, "TEBD
a montré une teneur supérieure de ’ordre de 26,45+ 0,0002 pg EC/mg E par rapport a ’EBM
qui a enregistré une teneur de ’ordre de 25,35+0,0046 g EC/mg E.

4.3. Dosage des tanins condenseés

Le dosage des tanins condenses dans les deux extraits préparés EBM et EBD a été realisé
par la méthode spéctrophotométrique, basée sur la réaction des tanins avec la vanilline en milieu

acide.

La courbe d’étalonnage de catéchine (Figure 13), nous permet de déterminer depuis
1’équation de régression (y = 0,0002x ; R? = 988) les teneurs en tanins exprimé par pg EC/mg
E:

0.12 -

y = 0,0002x
R? = 0,988

o
[EEY

o
o
©

0.06

0.04

Absorbance a 550 nm

0.02

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Concentration mg/ml

Figure 13:la courbe d'étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Les résultats des teneurs en tanins sont représentés dans le tableau 09:
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Tableau 10: les teneurs en tanins des deux extraits prépares des feuilles de Z. lotus.

Extrait
EBM EBD

Tanins
100 +0,0021 146,5+ 0,0008

(Mg EC /mg E) + écart type

EBD : Extrait de feuilles de Z. lotus préparé par décoction ; EBM : Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par macération.

D’aprés les résultats, nous avons noté que I’EBM présent une teneur plus faible que la teneur
d’EBD, avec des concentrations de 1’ordre de 100 +0,0021 pg EC/mg E et 146,5+ 0,0008 pg
EC/mg E, respectivement.

5. Evaluation d’activité antioxydante
5.1. Test de piégeage du radicale libre DPPH

La figure 14 représente la courbe des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH (1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle) en fonction des différentes concentrations de la molécule de

référence : acide ascorbique :

120 +

100 - + | Y=34,53In(x) +129,1
R? = 0,996

80

60

40

pourtcentage d'hinibition %

20

Bl .
0 0.€150 0.2 0.3 0.4 0.5
concentration mg/ml

Figure 14: pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en présence des différentes
concentrations de molécule de référence : acide ascorbique.

Le pourcentage d’inhibition de radical DPPH en fonction des différentes concentrations des

deux extraits a été représenté dans la courbe suivante :
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Figure 15:pourcentage d'inhibition de radical libore DPPH en présence des différentes
concentrations des deux extraits EBM et EBD.

Les valeurs de CI50 calculées d’aprés les courbes sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 11: les valeurs de CI50 des deux extraits prépares et de la molécule de référence acide

ascorbique.
Extrait Référence
EBM EBD Acide Ascorbique
IC50 (mg/ml) 0,991 0,537 0,101

EBD : Extrait de feuilles de Z. lotus préparé par décoction ; EBM : Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par macération

D’apres les courbes et les valeurs de CI50, nous avons observé que ’EBD possede une
activité antiradicalaire avec une C150 égal 0,537 mg/ml plus élevé que celle de I’extrait EBM
qui a représenté une CI50 de I’ordre de 0,991 mg/ml.

En comparant avec la molécule de référence, I’activité antiradicalaire de ces deux extraits

restent faible par rapport a celle obtenus par I’acide ascorbique (CI50 de I’ordre de 0,101).
5.2. Test du pouvoir réducteur de fer FRAP

Lacapacité des deux extraits a réduire le fer aété évaluéeen comparaison avecdeux

molécules de référence : ’acide ascorbique et le BHA (Butylhydroxyanisol).

La Figure 16 représente les absorbances mesurées des déférentes concentrations de deux

molécules de référence : ’acide ascorbique, BHA (Butylhydroxyanisol).
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Figure 16:le pouvoir réducteur du fer (FRAP) en présence des différentes concentrations des
molécules de références (BHA et Acide ascorbique).

Les absorbances des déférentes concentrations des deux extraits préparés des feuilles de Z.

lotus sont représentées dans la figure suivante (Fig. 17) :

1 -
0.8 | i

£ i
o A
o
N 0.6 -
(0
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2 * .
o ADO @Do
] EBM EBD
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Figure 17:Evaluation du pouvoir réducteur du fer FRAP en présence des deux extraits prépares
des feuilles de Z. lotus EBM et EBD.

Les valeurs de CE50 des extraits bruts aqueux EBD et EBM et des molécules de références

sont déterminés graphiquement a partir des équations de régression linaire. Elles sont

représentées dans le tableau suivant :
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Tableau 12: les valeurs de CE50 des deux extraits préparés et des molécules de référence.

EBD :Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par décoction ; EBM : Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par macération

Extrait Référence
EBM EBD Acide Ascorbique | BHA
EC50 (mg/mil) 0,912 0,625 0,111 0,119

Les résultats obtenus ont montré la capacité des extraits a réduire le Fer. Nous avons noté
que le pouvoir réducteur du fer de I’extrait EBD est meilleur par rapport a I’extrait EBM, avec
des CES50, enregistrés, de I’ordre de 0,625 et 0,912 mg/ml, respectivement. Cette capacité
antioxydante reste faible par rapport a celle des molécules de références : acide ascorbique et

BHA, qui ont enregistré des EC50 d’ordre 0,111 mg/ml et 0119 mg/ml, respectivement.
6. Evaluation d’activité antibactérienne

L’¢évaluation de la capacité inhibitrice des deux extraits de feuilles de Z. lotus (EBM et
EBD)contre cing souches bactériennes, comparée a la capacité inhibitrice d’Ampicilline
(antibiotique de référence), a été réalisée par la méthode des puits en milieu gélosé (Muller
Hinton).

Les résultats des zones d’inhibition des deux extraits étudiés a deux concentrations (50
mg/ml et 100 mg/ml) et d’antibiotique sont représentés dans le tableau 12 et les figures 16-17
et 18:

Tableau 13: les diametres des zones d'inhibitions des deux extraits étudiés des feuilles de Z.

lotus et d'antibiotique (Ampicilline) contre cing souches bactériennes.

Zone d’inhibition (mm)

Extrait EBM EBD Antibiotique
Concentration mg/ml 50 100 50 100 (Ampicilline)
Escherichia Coli 6 6 6 6 6.25
Staphylococcus aureus 6 6 16 18 8
Pseudomonas a6eruginosa | 14 13 6 6 3
Bacillus subtilis 6 18 15 17 22
Klebsiella pneumoniae 6 6 6 6 6.5

EBD :Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par décoction ; EBM :

Extrait de feuilles deZ. lotus préparé par macération
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D’aprés les résultats présentés, nous n’avons pas noté de zone d’inhibition pour Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae, en présence des deux concentrations d’extraits étudiés (EBD et
EBM), contrairement a 1’Ampicilline ot nous avons noté des zones d’inhibition de ’ordre de

6,25 et 6,5 mm, respectivement.

Les deux extraits préparés (EBD et EBM), a une concentration de 100mg/ml, ont présenté
un effet inhibiteur vis-a-vis Bacillus subtilis, avec des diamétres de zones d’inhibition de ’ordre

de 17 mm et 18 mm, respectivement.

Contrairement a I’extrait brut aqueux préparé par macération (EBM) qui n’a pas montré un
effet inhibiteur vis-a-vis Staphylococcus aureus, I’extrait brut aqueux préparé par décoction
(EBD) a enregistré, pour les deux concentrations testees, un effet positif vis-a-vis la méme
souche avec des diametres de zones d’inhibitions de I’ordre de 16 mm et 18 mm, supérieure a

la zone d’inhibition enregistré en présence d’ Ampicilline (8mm).

Par ailleurs, 1’extrait brut aqueux préparé par macération a noté un effet inhibiteur vis-a-vis
Pseudomonas aeruginosa, pour les deux concentrations testées, avec des diameétres de zones
d’inhibitions de ’ordre de 14 mm et 13 mm ; supérieure a la zone d’inhibition noté en présence

d’ Ampicilline (3 mm).
6. Préparation du savon solide

6.2. Caractéristique du savon préparé

Notre savon préparé contient des ingrédients naturels, nettoyants et bénéfiques pour la peau
(tableau 13) :

Tableau 14: les caractéristiques des composants de notre savon.
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Les composants

Caractéristique

NaOH (la soude)

Pour la saponification des huiles

Extraits des feuilles de Ziziphus lotus

Contient des saponines (test d’indice des saponines)
et des polyphénols (dosage des polyphénols totaux),
des propriétés antioxydants et antibactériens

(méthode des puis).

Huiles végétales

Des huiles nourrissantes et hydratantes

Huile d’olive

Un pouvoir hydratant

La couleur, ’odeur, la forme et la texture de notre savon naturel sont représenté dans le

tableau 14 et la figure 19.

Tableau 15 : les caractéristiques du savon solide.

" Couleur Marron (selon ’extrait des feuilles de Z. Lotus)

S

= Odeur Herbacées avec une odeur tres légere des huiles végétales
(%2)

‘=

Neb) .

3] Texture Lisse

s

(U -

) Forme Un galet solide

Figure 18: Savon solide a base d'extrait des feuilles de Ziziphus lotus.
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7.1. Caractéristiques du shampoing solide

Le shampoing solide a été formulé a partir des ingrédients naturels aux propriétés nutritives,

détergentes et stimulantes pour le cuir chevelu.

Chaqgue composant de notre shampoing solide joue role important dans notre formulation

(Tableau 15) :

Tableau 16 : Les caractéristiques de chaque composant.

Les composants

Caractéristique

Tension actif

Pour une mousse crémeuse et dense et pour un

nettoyage efficace

Poudre des feuilles de Ziziphus lotus

Contient des saponines (test d’indice des saponines)
et des polyphénols (dosage des polyphénols), des

propriétés antioxydants et antibactériennes.

Huiles végétales

Des huiles nourrissantes

Huile essentielle de romarin

Proprietes antioxydant

Notre shampoing possede des caractéristiques physiques qui présentent un shampoing

naturel sans additifs chimiques (Tableau 16).

Tableau 17: caracteristiques organoleptiques de notre shampoing solide.

Couleur Vert foncee(selon la poudre des feuilles de Z. Lotus)
Herbacées combinées a une odeur de noix coco (huile
= Odeur végétale de noix coco, tension active d’origine végétale a
2 base de noix coco )
D
‘g Texture Légerement granuleuse et lisse
(.
(‘6 -
O Forme Un galet solide
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b= “\-

Figure 19: Shampoing solide a base de Ziziphus lotus.
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Discussion

En Algérie, I'utilisation des produits cosmétiques chimiques pour la santé a augmenté en

raison de la grande disponibilité de ces produits et de la rareté des produits naturels.

Afin de trouver des meilleurs produits naturels pour la formulation des produits cosmétiques
naturels, nous avons sélectionné la plante Ziziphus lotus pour mener des études phytochimiques
et évaluer I’activité antioxydante et antibactérienne des extraits aqueux préparés par décoction

et macération (EBM et EBD) des feuilles séchées et broyées.

Les recherches que nous avons effectuées sur les extraits des feuilles de Ziziphus lotus nous
ont permis d’obtenir des rendements de 7,75 % et 18,15 % des deux extraits préparés EBM et
EBD, respectivement.

Mouloued et al. (2021), ont enregistré un rendement d’ordre de 5,65 % pour I’extrait
aqueux préparé par macération des feuilles de Ziziphus lotus. Par ailleurs, Laadjali et al, (2022)

ont noté un rendement de 20 % pour I’extrait éthanolique.

Les rendements sont liés généralement aux conditions de croissance (Exposition au soleil,
le sol, climat, stade de croissance) et aux techniques d’extraction (Solvants, température,

méthode d’extraction).

Z. lotus est riche en métabolites secondaires. L’analyse phytochimique a révélé la présence
des saponines, des tanins, des coumarines des alcaloides, des flavonoides, des quinones libres

des anthraquinones des composes réducteurs et ’absence des terpénoides.

Ces résultats ont été également obtenus par Amari et al., (2017), qui a confirmé la présence

des composés phénoliques : les flavonoides et les tanins.

Borgi et al., (2007), ont noté que la présence ou I’absence de certaines molécules bioactives

est lié aux conditions environnementales et les techniques d’extraction et d’analyse.

Dans notre travail nous avons réalisé le dosage de certains composés phénoliques tels que
les polyphénols totaux, les tanins et les flavonoides dans les deux extraits bruts aqueux préparés
(EBM et EBD).Nous avons enregistré des teneurs de Iordre de 341,33 + 0,0055 pg EAG/mg
E et 332,33 £0,0027 pg EAG/mg E élevés en polyphénols totaux, de I’ordre 100 +£0,0021 pg
EC/mg E et 146,5+ 0,0008 ng EC/mg E en tanins condensés et de ’ordre de 25,35 +0,0046 pg
EC /mg E et 26,45+ 0,0002 ug EC /mg E en flavonoides, respectivement.
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Discussion

Benslama et al., (2017) ont enregistré des teneurs plus élevées en polyphénols et en
flavonoides dans I’extrait méthanolique préparés a partir des feuilles de Ziziphus lotus. IIs ont
noté des teneurs d’ordre de 562,04 ug EAG/mg E et 66,34 ug EC/mg E, respectivement.

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits aqueux des feuilles de Ziziphus lotus par
les deux tests : test de piegeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrozyl), exprimé
par CI150 (mg/ml) et test du pouvoir de réduction de fer (FRAP), représenté en EC50 (mg/ml).

Les deux extraits EBD et EBM ont présenté une activité antiradicalaire du piégeage du
radical libre DPPH, avec des CI50 de I’ordre de 0,537mg/ml et 0,991mg/ml, respectivement.
Cette activité reste faible par rapport a celle de 1’acide ascorbique (CI50 = 0,101 mg/ml).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans les travaux de Letaief et al., (2021),
qui ont enregistré une activité antiradicalaire, avec une CI50 de ’ordre de 0,064 + 0.00036
mg/ml, pour I’extrait aqueux des feuilles de Ziziphus lotus provenant de la Tunisie (la région
Oudhref-Gabes).

Pour les résultats de test de FRAP, nous avons constaté que les deux extraits aqueux
possedent un pouvoir réducteur du fer. Les extraits EBD et EDM ont présentédesEC50 d’ordre

de 0,625mg/ml et 0,912mg/ml, respectivement.

Pour le test de FRAP, Marmouzi et al., (2019), ont confirmé le pouvoir réducteur de fer
de I’extrait aqueux des feuilles de Ziziphus lotus provenant du Maroc de la région Sidi Sliman
avec une valeur d’EC50 estimée a 160,10 + 2,30 mg EAA/g E. De méme, Yakoubi et al.,
(2024) ont enregistré un pouvoir réducteur avec EC50 d’ordre de0,024 +0,0080 pg/ml.

L’évaluation d’activité antibactérienne des deux extraits a été réalisée par la méthode de
diffusion des puits sur un milieu gélose solide. Les résultats ont montré I’effet inhibiteurs des
deux extraits étudiés, a deux concentrations différentes, vis-a vis trois souches bactériennes :
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Par contre, nous n’avons
pas noté d’effet inhibiteur de deux extraits contre Escherichia Coli et Klebsiella pneumoniae

(Bactérie Gram négatif).

Ces résultats confirment 1’¢tude réalisée par Hammi et al., (2022), ou ont trouvés que
I’extrait de dichlorométhane des feuilles est la plus active contre les souches de Staphylococcus
aureus. De méme, Yakoubi et al., (2024) ont confirmé que I’extrait aqueux des feuilles de Z.

lotus a une activité inhibitrice contre les trois souches S .aureus, P. aeruginosa et E. Coli. Ainsi,
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Discussion

Benslama et al., (2017) ont noté que I’extrait méthanolique des feuilles présente une activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, avec une zone d'inhibition
allant de 09 a 13 mm.

Notre travail est porte sur la formulation d’un shampoing solide a base de la poudre des
feuilles de Z. lotus, riche en saponines et qui, selon notre étude, possede une activité
antioxydante et antibactérienne. Cette formulation contient aussi 1’huile essentielle du romarin
connue par son activité antioxydante (Raskovi¢, 2014), et des huiles végétales telles que
I'argan, la noix de coco et lI'amande douce, qu’ils sont connus par des propriétés nourrissantes
et hydratantes. Cela confirme que tous les ingrédients de ce shampoing solide sont bénefiques

pour les cheveux, et qui permettent de laver les cheveux naturellement.

Ensuite, nous avons préparé un savon naturel a base d’extrait des feuilles de la plante étudiée

et qui possede une activité inhibitrice contre des bactéries.
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Conclusion

Les produits cosmétiques a base des produits naturels présentent plusieurs avantages, tant

pour la santé de la peau que pour ’environnement. Les ingrédients naturels sont généralement

plus doux, ce qui réduit le risque d’irritations, d’allergies ou de réactions indésirable. Ils

contiennent souvent des vitamines, des antioxydants, des minéraux et d’autres composants

bénéfiques qui nourrissent et protégent la peau de maniére efficace.

Dans ce contexte, notre travail est basé sur I'utilisation de la poudre des feuilles de Z. lotus

dans la formulation d>un shampoing solide et un savon a base des produits naturels. Des extraits

bruts aqueux préparés par macération et décoction a partir des feuilles de Z. lotus ont fait ’objet

des tests phytochimques, dosages des composés phénoliques et évaluation de [I’activité

antioxydante et antibactérienne.

A partir des résultats obtenus, nous avons tiré les conclusions suivantes :

L'extrait aqueux des feuilles de Ziziphus lotus préparé par decoction a présenté un
rendement élevé de ’ordre de 18,15%.

Les feuilles de Z. lotus est tres riche en métabolites secondaire. Les tests phytochimiques
ont révélé la présence de saponines, alcaloides, tanins, flavonoides, danthraquinone,

quinones libre, coumarines, composés réducteurs et I'absence des terpenoides.

Les feuilles de Z. lotus sont trés riche en saponines, avec indice de mouse de 1’ordre de
1000, et en composés phénoliques, avec des teneurs en polyphénols d’ordre de 341,33
+ 0,0055 pg EAG/mg E et 332,33 +£0,0027 pg EAG/mg E et en tanins de I’ordre 100
10,0021 pg EC/mg E et 146,5+ 0,0008 pg EC/mg E.

L’extrait brut aqueux préparé par décoction a présenté une meilleure activité
antioxydante avec une CI50 de I’ordre de 0,54 mg/ml, pour le test du pi¢geage du radical
libre DPPH et un EC50 d’ordre de 0,625 mg/ml, pour le test du pouvoir réducteur de

Fer.

Les deux extraits ont montré une activité inhibitrice contre Staphylococcus aureus et

Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa.

Ces conclusions confirment que notre plante mérite d’étre le composant de base des produits

cosmétiques tels que le shampoing solide et le savon, ce qui jouera un grand réle dans la

résolution de nombreux problemes liés aux cheveux et a la peau.
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Conclusion

Ces résultats, bien que préliminaires, devraient étre complétés par des recherches ultérieures

qui s’intéressent a :

¢ Approfondir I’analyse phytochimique en utilisant des techniques chromatographiques
(chromatographie sur couche mince, HPLC...) et spectrophotométriques (RMN,
Infrarouge, UV-Visible,...).

¢ Purifier les molécules bioactifs (les saponines, les tanins, les plyphénols,...).

¢ Etudier I’activit¢ antioxydante par des méthodes complémentaires: ABTS (sel
d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) et méthode
d’ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity).

¢ Evaluer lactivité antimicrobienne a 1’aide de différents tests (tests de dilution

CMI/CMB, tests de diffusion de disque, tests antifongiques).
¢ Explorer d’autres activités biologiques (anti-inflammatoire, antiseptiques...).

¢ Développer de nouveaux produits cosmétiques a base de differentes parties de Ziziphus

lotus (créme hydratante, masque capillaire...).

¢ Réaliser des tests in vivo pour évaluer I’efficacité des formulations cosmétiques.
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1- Proposition de valeur

L’ Algérie posséde une richesse naturelle inexploitée de la plante Ziziphus lotus, dont les
feuilles sont connues pour leurs propriétés médicinales et cosmétiques. C’est pourquoi nous
avons décidé de lancer une entreprise de fabrication de shampoings et savons naturels a base
de ces feuilles, transformées localement selon des méthodes artisanales et respectueuses de
I’environnement.

Notre projet vise a valoriser les ressources locales en créant des produits de soins capillaires
et corporels 100 % naturels, sans produits chimiques agressifs ni additifs synthétiques. En
utilisant des extraits de Ziziphus lotus, riches en antioxydants et agents apaisants, nos
shampoings et savons offrent des bienfaits nourrissants et purifiants tout en préservant la santé
de la peau et des cheveux. De plus, en misant sur une production écologique et durable, nous
réduisons I’impact environnemental tout en soutenant I’économie locale.

Ce sont des produits biologiques, doux et adaptes a tous les types de peaux et cheveux,

combinant tradition ancestrale et innovation naturelle.

2- Segments de clients

Les segments de clients intéressés par l'achat de shampoings et savons naturels a base de
Ziziphus lotus comprennent : les consommateurs algériens soucieux de leur bien-étre et de
I’environnement, en particulier les femmes et les hommes préférant les produits naturels pour
leurs soins capillaires et corporels. Nous visons également les jeunes adultes adeptes du bio, les
personnes souffrant d’irritations cutanées ou de problemes de cuir chevelu (pellicules,
sécheresse) recherchant des alternatives sans produits chimiques. Enfin, nous ciblons les
distributeurs de produits naturels (magasins bio, pharmacies, coopératives artisanales) ainsi que

les touristes en quéte de souvenirs locaux et écoresponsables.

3- Relation avec les clients

e Communication sur nos produits et ses processus de fabrication.

e Ecoute des commentaires et les suggestions des clients.

e Offres promotionnelles.

o FEchantillons gratuits : I’offre des échantillons gratuits de nouveaux produits a nos clients
fidéles. Cela leur permettra de découvrir de nouvelles saveurs et de renforcer leur

attachement a notre marque.
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e Expérience communautaire : organisation d’événements pour créer un lien émotionnel
avec la marque.

4-Canaux de distribution

Notre entreprise utilise une combinaison de canaux de distribution pour rendre nos produits

accessibles a différents segments de clients :
1. Canaux directs (vente sans intermediaire) :

- Site e-commerce : Plateforme de vente en ligne avec livraison a domicile a travers toute

I'Algérie.

- Vente a la commande : Réservations par WhatsApp/Instagram avec livraison ou retrait sur

rendez-vous.
2. Canaux indirects (via partenaires) :

-Magasins bio & pharmacies : Distribution selective dans les enseignes spécialisées en produits

naturels.

- Coopératives artisanales : Partenariats avec des coopératives locales pour toucher les

consommateurs engageés.

-Hoétels & spas écologiques: Approvisionnement des établissements touristiques proposant des

produits locaux.

5-Partenaires clés

e Les fournisseurs locaux des matieres premieres

e Les agriculteurs

e Les transporteurs pour la livraison de nos produits.
e Magasins bios et distributeurs

e Influenceurs et blogueurs spécialisés dans le naturel et le bio

6-Activités clés

Notre modele repose sur plusieurs activités essentielles pour garantir la qualité et la pérennité

de notre entreprise :
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- Approvisionnement durable : Récolte et sélection rigoureuse des feuilles de Ziziphus lotus
aupres dagriculteurs et coopératives locales, en veillant & des pratiques respectueuses de

I'environnement.

- Transformation artisanale : Fabrication soignée de nos shampoings et savons selon des
méthodes traditionnelles et naturelles, sans produits chimiques agressifs.

- Recherche & développement: Collaboration avec des laboratoires spécialisés pour améliorer
nos formulations et développer de nouveaux produits a base de plantes locales.

- Controle qualité : Tests dermatologiques et vérification systématique de la pureté des
ingrédients pour assurer des produits sdrs et efficaces.

- Marketing & sensibilisation : Campagnes educatives sur les réseaux sociaux, ateliers pratiques

et partenariats avec des influenceurs pour promouvoir les bienfaits des cosmeétiques naturels.

- Logistique eco-responsable : Gestion des stocks, emballages biodégradables et livraison via

des circuits courts pour minimiser notre empreinte carbone.

/- Ressources clés

Les ressources clés dans notre entreprise de fabrication de savon et shampoing solide naturel
peuvent inclure :

= Matieres premieres.

= Local.

= Les équipements.

= Personnel qualifié.

o

8. Charges et codts

8.1 Le cout des équipements de processus de fabrication

= Broyeur électrique :41 900 Da

= Appareil d’extraction des huiles :175 000 Da
= Machine d’emballage : 506 750 Da

= Mixeur : 16 500 Da

= Balance : 3000 Da

e les verreries : 70 000 Da
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e Les moules: 30 000 Da
La Somme est : 843 150 Da

8.2 Colt de la main-d'oeuvre
Le Salaire mensuel des employés est pour :
= (02 Laborantines : 70 000 Da
= 01 Livreur: 30 000 Da
= (1 nettoyeur : 30 000 Da
La somme est : 130 000 DA /mois
Donc le salaire annuel des employés est : 1 560 000 DA /AN

8.3 Couts en immobilisations
> Local : 400 000 DA

8.4 Couts des matieres premieres

La plante « sidr »: 210 000 DA /an
Matiere premiére de cosmétique :1 530 000 DA/an
Matiéres d’emballage : 300 000 DA/an
Huiles essentielles : 180 000DA/an
> Huile végétale : 900 000 DA/an
La somme : 3120 000Da/an

YV V V V

Dépenses Cout (DA)
Equipements 843150
Salaire des employés 1 560 000
Loyer de I’atelier 400 000
Cout énergétiques (gaz, électricité) 140 000
Matiéres premieres 3120000
Somme 6 003 150
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8- Revenus
Notre entreprise produit :
> Pour le savon
500 piéces de savon finis par mois avec un prix de 550 DA / unité
Donc 6000 pieces de savon finis par an avec un chiffre d’affaires de 3 300 000DA
» Pour le shampoing solide
500 piéces de shampoing solide finis par mois avec un prix de 800 DA / unité
Donc 6000 pieces de shampoing solide finis par an avec un chiffre d’affaires de 4 800 000DA
On conclut que le chiffre d’affaires est :

4800 000+3 300 000=8100 000Da/an
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