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Summary

The objective of our work is the preparation of a liquid soap with antimicrobial effect based on
essential oil. The latter was extracted by hydro-distillation from orange peel at dry, fresh and frozen
state with an extraction yield of 1.66%, 4% and 2.33%, respectively. The liquid soaps obtained were
prepared from soft soaps by adding the various additives: essential oils of orange peel (fresh, dry and
frozen), lavender essential oil (commercial), orange hydrosol and extraction residue which gave us 6
liquid soaps of different textures. The physical and chemical characterization of the soaps obtained has
shown that they have a pH ranging from 10 to 8, a density is in the standards of the European
pharmacopoeia and their viscosities decrease with the increase in the speed of shearing, therefore these
soaps are classified as non-newtonian rheofluidifying fluids. The study of antimicrobial activity showed
that dry and frozen orange peel essential oils exhibit inhibitory activity in different microbial strains
studied. For prepared liquid soaps, the results show that they have antimicrobial activity and a broad
spectrum of action, so we concluded that the prepared soap has a good antimicrobial potency
Keywords
Soft Soap, Liquid Soap, Potash, Essential Oils, Antimicrobial Activity

Résume

L'objectif de notre travail est la préparation d’un savon liquide a effet antimicrobien a base d’huile
essentielle. Cette derniére était extraite par hydro-distillation a partir de de zeste d’orange 1’état sec, frais
et congelé avec un rendement d’extraction de 1.66%, 4% et 2.33%, respectivement. Les savons liquides
obtenus ont été préparés a partir des savons mous en ajoutant les différents additifs : huiles essentielles
de zeste d’orange (frai, sec et congelé), huile essentielles de lavande (commerciale), hydrolat d’orange
et tisane d’orange ce qui nous a donné 6 savons liquides de textures différentes. La caractérisation
physico-chimiques des savons obtenus a montré qu’ils ont un pH qui varie de 10 a 8, une densité est
dans les normes de la pharmacopée européenne et leurs viscosités diminuent avec 1’augmentation de la
vitesse de cisaillement, donc ces savons sont classés dans la catégorie des fluides non newtoniens
rhéofluidifiant. L’étude de l'activité antimicrobien a montré que les huiles essentielles de zests d'orange
sec et congelé présentent une activité inhibitrice dans différentes souches microbiennes étudiées. Pour
les savons liquides préparés, les résultats montrent qu’ils ont une activité antimicrobienne et un
spectre d'action large, donc nous avons conclu que le savon préparé a un bon pouvoir antimicrobien

Mots-clés
Savon mou, Savon liquide, Potasse, Huiles Essentielles, Activité antimicrobienne
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INTRODUCTION

Introduction générale

Pour de multiples raisons, il est indispensable de contrbler le développement des
microorganismes (bactéries pathogénes par exemple), pour éviter leurs effets nuisibles sur
I’homme et les animaux, ou sur les produits de I’activit¢ humaine (altération des aliments,
dégradation diverses). Les moyens de lutte sont nombreux et trés variés, tels les agents
antimicrobiens physiques (température, irradiation et élimination mécanique) et chimiques
(antibiotiques, antiseptiques et désinfectant) (Meyer et al, 2004).

Les évenements récents nous ont montré, encore, a quelle vitesse une nouvelle infection
peut prendre racine et se propager. Une maladie trés contagieuse causée par le virus appelé
coronavirus  Sars-CoV-2, (Covid-19) vient de s’installer (Trexler, 2020).
Les moyens utilisés pour lutter contre cette infection sont plusieurs mais le lavage des
mains avec les savons et les gels hydro alcooliques restait le premier élément utilisé contre
I'infection et le risque de transmission (Dupeyron, 2006; Scotto, 2014).

Une bonne réalisation de I’hygiéne des mains par les agents antimicrobiens cherche a
éliminer les salissures et a controler efficacement la prolifération de la flore cutanée au niveau
des mains, I’utilisation appropriée de ces produits est d’autant plus nécessaire que les techniques
médicales de plus en plus invasives induisent des risques infectieux importants [1].

Toutefois, 1’utilisation intensive de ces produits hydro alcoolique peut entrainer des
risques pour la santé humaine, comme la dermatite, le plus souvent en raison de 1’agressivité
chimique de la peau. Donc pour étre sar d'avoir un détergent écologique et doux pour la peau,
rien de mieux que de fabriquer un savon liquide a base d’huile végétale et d’extraits végétaux
a savoir les huiles essentielles et hydrolat. Autant d'ingrédients simples, respectueux de
I’environnement, biodégradables rapidement, et qui s'avérent souvent bien efficaces.

C’est dans cette optique s’inscrit notre projet de fin d’étude qui porte sur la production
de savon liquide a base de produit naturel a effet antimicrobien. Ce savon est préparé par
saponification chaude de I’huile d’olive par de la potasse. A la fin de la saponification on obtient
un savon mou auquel on a ajouté de 1’eau, de 1’hydrolat ou de résidu d’extraction de zeste
d’orange pour le rendre liquide. Pour I’effet antimicrobien des huiles essentielles telles que
I’huile essentielle de zeste d’orange a été ajouté au savon liquide obtenu. Un test de diffusion
en milieu solide a été réalisé afin de confirmer 1’effet antimicrobien des huiles essentielles
utilisées et/ou le savon liquide.

Ce mémoire est divisé en 3 chapitres. Le premier chapitre entame quelques généralités
sur le savon et une revue de littérature sur les huiles essentielles et I’huile de citron (citrus
limon), les procédés d’extraction, la composition et les propriétés biologiques y sont présentes.

Le 2eme chapitre est consacre aux Matériels et Méthodes

e
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INTRODUCTION
et décrivait le contexte global de cette étude ainsi que les différents objectifs a atteindre.

Ensuite, le chapitre 3 représente tous les résultats obtenus au cours de notre expérimentation

avec une discussion. Finalement, la conclusion
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I. Généralité sur le savon, ses propriétés et sa fabrication
I. 1. Définition du savon

Le savon est le produit de nettoyage le plus ancien; il est une matiére moléculaire
obtenue par la combinaison d’une base (des sels de potassium ou de sodium) avec un corps gras
(graisses animales ou végétales). Il est fabriqué par saponification a partir de graisses et d'huiles
ou de leurs acides gras, en les traitants chimiquement avec un alcali fort, ces acides gras sont
faibles, non stables, sur lesquels on fait agir une base, aboutissant ainsi a la formation de sels
alcalins solubles dans I’eau de formule générale : (R-COO™ + Na*) ou (R-COO™ + K¥). Les
savons peuvent étre liquides, pateux, ou solides (Zerbani, 2020)

Le savon est utilisé comme tensioactif anionique : il posseéde une bonne aptitude a
émulsionner les graisses et a les mettre en suspension dans I'eau. Mais il présente I'inconvénient
de former des sels de calcium insolubles qui se déposent sur les tissus, lors des lavages dans
des eaux dures. C’est pour cette raison que pour le marché du lavage du linge, il est remplacé
par les détergents, mais garde le marché de la toilette (Bajpai, 2007).

I. 2. Détergent

La détergence est le processus correspondant a la séparation des salissures de leur
substrat, par mise en solution ou en dispersion. De ce, fait la détergence a pour effet le nettoyage
des surfaces, et pour ceci elle fait intervenir plusieurs phénomenes physico-chimiques.

Le souci de propreté et d’hygiéne remonte fort loin puisque les babyloniens utilisaient
des extraits de cceur de roseau en guise de savon et que les Egyptiens connaissaient déja les
propriétés nettoyantes de carbonates qu’ils allaient recueillir dans des lacs a demi asséches.
Cependant, durant le siecle dernier, la propreté est devenue une exigence de toute société
civilisée et de ce fait des produits de lavage se sont développés et de haute qualité. 1ls doivent
présenter diverses propriétés spécifiques telles que le pouvoir mouillant, le pouvoir dispersant,
le pouvoir émulsionnant,.... etc. (Togbe et al., 2014).

I. 2. 1. Composition générale d’un savon
1.2.1. 1. L'eau
L’eau doit étre la plus pure possible. Une eau salée, acide ou trop minérale n’est pas
favorable a la saponification. L’eau de pluie ou une eau de source non minérale sont les plus
appropriées (Chaterbache, 2007).
I.2.1. 2. Le corps gras
Le corps gras est traditionnellement constitué d’huile végétale ou de graisse animale. Il

influe sur la consistance finale du savon. Les huiles produisent des savons mous voire liquides ;
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les graisses produisent plutot des savons durs (la graisse de beeuf donne un savon plus dur que
la graisse de mouton). Parfois, le corps gras est extrait des restes de nourriture accumulée
pendant I’hiver (Chaterbache, 2007).

v" Les huiles végétales, sont des liquides visqueux, de couleur et d’odeur variables et sont
essentiellement formées de triglycérides, c'est-a-dire de triesters du glycérol et d’acides
gras. Ces derniers peuvent étre saturés, mono ou polyinsaturés (Martini, 2006).

En plus des triglycerides, sont retrouvés dans la composition des huiles végétales des
insaponifiables : acides gras libres, phospholipides, et autres substances non transformables en
savons. Ce sont les instaurations qui conférent aux huiles les propriétés adoucissantes, anti-age,
protectrices ou encore nourrissantes. Mais ces huiles sont dégradables en particulier par le
phénoméne d’oxydation qui touche les huiles les plus riches en doubles liaisons, donc les
polyinsaturées. L’oxygeéne atmosphérique entraine la formation de composés peroxydes qui par
dégradation donnent des produits secondaires (aldéhydes, cétones, dérivés hydroxylés). Ceci
aboutit a un rancissement et donc a une modification des caractéres organoleptiques de I’huile
(Martini, 2006). Ces réactions d’oxydation sont catalysées par la chaleur, la lumiere, certaines
enzymes comme les lipases et certains conditionnements pro-oxydants comme le fer ou le
cuivre. La vitamine E, antioxydants, ralentit ce phénomeéne. Certaines huiles trés insaturées,
sont riches en vitamine E de fagon naturelle, elles sont donc protégées de I’oxydation. C’est en
particulier le cas de I’huile d’argousier. Parmi ces huiles on cite :

o L’huile d’amande douce posséde des propriétés intéressantes, elle est émolliente,
assouplissante, apaisante. Elle est utilisée dans les soins hydratants, nourrissants pour
peaux seches et irritées, produits minceur et en particulier anti-vergetures. Elle ne rancit
pas vite et c’est 'une des meilleures et des plus douces huiles de base pour
les crémes, les produits nettoyants et les huiles de bain. Son odeur neutre constitue un
autre avantage. Assouplissante, adoucissante, calmante et nourrissante, elle convient
parfaitement aux peaux les plus délicates comme celles des bébés. Elle est également
idéale pour soigner les vergetures, protéger les seins lors de 1’allaitement ou les mains
séchées par le froid de I’hiver. Cet I’huile se compose de : 65 a 83 % oléique (Omega9),
1 % palmitoléique ; 25 % linoléique (Omegab) ; 6 a 8 % palmitique, et les vitamines E,
D (traces), A, B1, PP, B2, B6

o L’huile coco posséde des propriétés nourrissante et apaisante. Elle est utilisée dans les
produits apaisants apres solaire, soins des peaux seches. Lorsqu’elle est conservée a des

températures basses, 1’huile de coco se présente sous forme de beurre sol idéaux grasses
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et/ou sujettes aux boutons. Cette base huileuse au toucher sec, tres pénétrante permet un
tres bon étalement de la préparation sur la peau, il améliore la pénétration des actifs
liposolubles, sans laisser de film gras. C’est également un trés bon solvant pour la
préparation de macérat par exemple, puisqu’il se présente sous forme d’un liquide huileux
incolore et inodore (LE Hir et al., 2009).

I.2.1. 3. Lalcali :

L’alcali est une lessive d’hydroxyde de sodium, qui produit un savon dur, ou de
I’hydroxyde de potassium, qui produit un savon mou. La soude ne se trouve que tres rarement
a I’¢état naturel, celle que I’on trouve dans le commerce est le résultat de processus industriels
polluants. On préferera donc utiliser une lessive de potasse obtenue par infusion de cendres
dans I’eau. La qualité¢ de la cendre influe sur le résultat. Il faut des cendres trés blanches
(obtenues par une combustion a haute température). Les cendres de coque de noix, de chéne
ou, pour un savon trés blanc, de pommier sont les plus appropriées. De la cendre tout venant
finement tamisée fait, par ailleurs, trés bien ’affaire. La lessive de potasse est trés corrosive et
doit étre manipulée avec grande précaution pour éviter les bralures (Chaterbache, 2007).

I. 2. 1. 4. Les additifs

Des additifs divers et variés sont utilisés pour modifier les qualités du savon ou pour
faciliter la réaction. Ainsi I’ajout de sel en fin de réaction permet d’obtenir un savon dur avec
la lessive de cendres, 1’alcool permet d’accélérer la réaction et rend le savon transparent, 1’ajout
d’acide lactique produit des « savons acides » moins agressifs pour I’épiderme. On trouve
également dans les additifs du lait, du petit-lait, du miel, de la résine de pin, de la cire
d’abeille...etc. (Chaterbache, 2007)
I. 3. Propriétés du savon

Les savons produits a partir de la soude et de la potasse sont dissolubles dans I'eau.
Cependant, ils se dissoudront plus facilement dans I'eau chaude que dans I'eau froide. Le savon
qui est dissout dans I'eau subit une séparation de ses composantes (hydrolyse); le résultat est
entre autre, une extrémité bien hydrophile.

Le savon a des propriétés détergentes, c'est a dire qu'il a le pouvoir, lorsqu'il est appliqué
sur une surface quelconque, de detacher les impuretés grasses adhérentes a cette surface et de
les mélanger a I'eau. Comme les impuretés grasses manguent d'affinité a I'eau (hydrophobe),
nous avons besoin d'un pont entre I'eau et les impuretés. Le savon, dissout dans I'eau, est bien
placé pour jouer le r6le du pont car il a une partie qui est lipophile et une partie qui est fortement

hydrophile (Fig. I. 1). Il va ainsi faciliter le détachement des impuretés grasses. Le pouvoir
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détersif d'un savon dépend de I'huile ou de la graisse utilisée pour la saponification (Caubergs,
2008).

Ve Ve VANV a PN~ -

"Queue” hydrophobe non polaire téte hydrophile
chaine carbonée polaire

Fig. I. 1. Schéma présentant d’un tensioactif

I. 4. Procédé général de la fabrication du savon

I. 4. 1. La réaction de saponification

Le savon est un produit liquide ou solide composé de molécules amphiphiles obtenue
par réaction chimique entre une base forte, spécifiguement I'nydroxyde de sodium ou
I'nydroxyde de potassium, et un ou plusieurs acides gras (triglycérides). Son caractere
amphiphile lui donne des propriétés caractéristiques, notamment la capacité de ses composants
moléculaires a se placer a l'interface entre la phase aqueuse (solvant hydrophile) et la phase
lipidique (graisse hydrophobe), la formation de mousse et la stabilisation d'émulsions utiles
pour le lavage (Bennama, 2016).

R,—C—0ONa
CHQ—O—%—R1 CH,—OH %
o
CH —0—C-R, + 3(Na"+HO") CH—OH  +  R,=C—ONs
0 ou | 0
CH—0—C—R, 3 (K*+ OHY) CH,—OH
b R,—C—0ONa
Il
. . . . 0
Triglycérides Alcali Glycerol [on carboxylate (savon)

La saponification est une réaction chimique qui se fait a une température comprise entre
80 et 100°C. L'hydrolyse des corps gras, contenus dans la phase huileuse, produit du glycérol
et un mélange de carboxylates (de sodium ou de potassium) qui constitue le savon (Zerbani

2020). Ces deux composants peuvent étre separés mais dans la savonnerie artisanale en général,
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on ne procede pas a cette étape étant donné que le glycérol ne géne pas, au contraire, il donne

une valeur ajoutée au produit fini.

I. 4. 2. Les méthodes de saponification
a) La saponification a froid (artisanale)

Cette méthode est compléte: on part d’un mélange d’huiles, on ajoute la soude nécessaire
et on saponifie a une tempeérature proche de la tempeérature ambiante. Les additifs et parfums
sont ajoutés au cours méme de la saponification, juste avant de verser dans les moules. Le savon
obtenu par cette méthode doit murir au moins un mois avant d’étre utilisé. Ce temps de
maturation est souvent considéré comme indispensable pour terminer la saponification. La
saponification se termine durant la premiére semaine de cette période. Le processus de séchage
peut étre bien sur prolongé : le célebre savon d’Alep est séché pendant 8 mois avant d’étre
commercialisé (Boone et Prevenier, 1993).

b) La saponification a chaud (industrielle)

La méthode est similaire au procédé a froid, mais ici, la saponification est réalisée a 80°C
environ pendant trois heures, avant I’ajout des additifs et le moulage. Les savons obtenus sont
directement utilisables, car la saponification est complétement terminée a I’issue du processus,
mais un temps de séchage est quand méme nécessaire. Les additifs sensibles,
comme les huiles essentielles par exemple, perdent moins leurs propriétés avec cette méthode,
s’ils peuvent étre intégrés a la pate a une température n’excédant pas 50°C. La méthode a
chaud posséde donc certains avantages sur la méthode a froid, mais elle a également ses
inconvénients : le savon produit est trés difficile a mouler et présente souvent une texture plus
grossiére que son homologue réalisé a froid dont la texture est plus lisse (Boone et Prevenier,
1993).

I. 5. Qualité de savon
Le savon assure le lavage grace a 4 qualités :
I. 5. 1. Le pouvoir mouillant

L’eau savonneuse peut pénétrer les petits interstices de la surface en contact (donc les
fibres du linge, l’assiette, la table, la peau...) plus efficacement que [’eau.
- Eau seule : La tension superficielle élevée, la cohésion du liquide I’emporte sur les

interactions avec le solide donc le liquide s’étale peu (Fig. 1. 2) (Chaterbache, 2007)

Eau
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Fig. I. 2. Schémas présentant le pouvoir mouillant

- Eau + Tensioactif : La tension superficielle a baissé, moins de cohésion donc le liquide
s’étale mouillage meilleur (Chaterbache, 2007)

I. 5. 2. Le pouvoir émulsifiant
Le pouvoir émulsionnant est le nombre de lavage nécessaire pour éliminer toute la
salissure. Il est variable selon les cas ; par exemple, en dessous du point de Kraft les chaines
longues donnent les résultats les plus favorables. En dessous de 60°C, la détergence augmente,
en particulier pour les longueurs de chaine en C18 (Poré, 1992).
I. 5. 3. Le pouvoir dispersant
Comme nous le savons, les micelles se repoussent 1’'une 1’autre et elles se retrouvent donc
dispersées dans le mélange eau-liquide (vaisselle). Pour des raisons de densité (I’huile est moins
dense que 1’eau), elles vont remonter vers la surface du liquide. On parle du pouvoir dispersant
des détergents (Poré, 1992).
I. 5. 4. Le pouvoir moussant
Le pouvoir moussant est le degré d’aptitude d’un tensioactif @ pouvoir former une mousse
stable et persistante (Poré, 1992). La mousse est généralement définie comme étant une
dispersion de gaz dans un liquide de telle facon que sa densité approche celle du gaz (Fig. I. 3).
Le pouvoir moussant et la stabilité de la mousse dépendent de :
v’ La concentration en acides gras ;
v" La nature des acides gras et la température,
Il est maximal entre 20 et 40°C pour les composes ayant une longueur de chaine de 12 a 14

atomes de carbone
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Fig. 1. 3. Schéma présentant la formation de la mousse

I. 5. 5. Le pouvoir antimicrobien

Parmi les tensioactifs anioniques, le savon présente un pouvoir antiseptique marqué,
mais la plupart des auteurs semblent étre d’accord pour considérer que ce pouvoir est
principalement d( au fait de sa grande capacité a éliminer les bactéries présentes dans les
surfaces cutanées. Cependant, cet effet n’est pas limité a ce point de vue, car le savon est un
bon germicide pour certaines bactéries (streptocoques, pneumocoques, méningocoques,
bacilles diphtériques et bacilles influenza); cependant, il agit assez faiblement sur le
staphylocoque et le bacille typique.

Cette propriété est intéressante a mentionner pour les emplois en blanchissement et
particulierement dans la tannerie (dans les travaux de riviére) ou les peaux nécessitent une
désinfection absolue afin de contourner leur putréfaction (Didouche, 2012).

I. 6. Mode d’action du savon

Le mode d’action du savon est consacré sur le mode de lavage et la formation de bulles
de savon.

I.6. 1. Lavage

Les molécules de savon agissent sur les taches graisseuses (Fig. I. 4). Elles restent a la
surface et a I’intérieur de ’eau. Ce sont des molécules appelées micelles. Les micelles, en
s’attaquant aux taches de graisses et grace a leurs chaines hydrophobes, emprisonnent la graisse.
Les micelles se repoussent mutuellement. Elles ne peuvent pas s’agglomérer et une simple

agitation de 1’eau suffit pour les disperser dans toute la solution (Moyen et Puynelde, 2009).
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Fig. I. 4. Schéma présentant ’action du savon sur le tissu dans ’eau

Les ronds marqués €D représentent les ions K™ ou Na* qui, en se repoussant les uns les
autres, permettent aux ensembles micelle-graisse de se disperser dans 1’eau. Le mode d’action
de lavage s’effectue suivant quatre étapes. Tout d’abord, il y a mouillage des supports (tissu) et
des salissures (tache); Ensuite, les particules hydrophobes du savon pénétrent dans la phase
huileuse des salissures. Puis ces particules de salissures s’entourent de molécules hydrophiles
(téte d’anion du savon) et s’arrondissent en micelles. Enfin, elles se dispersent dans I’eau.

I. 6. 1. Bulles de savon
Une bulle de savon est formée lorsque ’air et I’eau savonneuse sont brassés. La mousse
est constituée de I’ensemble de bulles. Un petit globe est formé d’un mince film d’eau
savonneuse rempli d’air qui flotte dans 1’atmosphére. Dans 1’eau, il y a une attraction forte
entre les molécules qui la composent. Les molécules de savon se disposent de part et d’autre
des fines couches d’eau qui forment la surface de ces bulles. Les bulles s’obtiennent a partir
d’un mélange de savon dans ’eau. L’agitation de ce mélange engendre la formation des bulles
(Moyen et Puynelde, 2009).
I. 7. Lavage des mains
La pratique adéquate de I'hygiéne des mains, demeure la premiere mesure essentielle de
prévention contre les infections. L’importance de I’hygi¢ne est connue depuis plus d’un siecle.
En effet, c’est le médecin obstétricien hongrois Ignaz Philippe Semmelweis qu’en 1847 a
apporté la premicre preuve épidémiologique de I’'intérét de I’hygiene des mains dans la

prévention de la transmission des infections. Durant cette époque, il a exigé aux médecins
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accoucheurs, ceux qui réalisaient les autopsies, de pratiquer 1’hygiéne des mains avec une
solution a 4 % de chlorure de chaux avant d’examiner les futures meéres, le taux de mortalité
des suites des fievres puerpérales chuta de facon significative. Ce travail historique a été
rapporté par plusieurs auteurs a savoir Marcelo et son équipe (2008), Pittet et Boyce (2001) et
a fait I’objet de la bibliographie d’autres travaux comme ceux de Boyce et ses collaborateurs
(1990) en mettant I’accent sur I’importance de 1’hygiéne des mains. De nombreux travaux plus
récents ont montré que la réduction des infections nosocomiales était directement liée a
I’amélioration de I'observance de la pratique d’hygiéne des mains (Doebbeling et al., 1992 ;
Pittet et al., 2000). Pittet et ses collaborateurs (2000) ont démontré que 1’augmentation de 30%
de I’observance a I’hygi¢ne des mains était associée a une diminution de la prévalence des
infections (de 16,9% a 9,9%) et du taux d’attaque de S. aureus résistant a la méthicilline -SARM
(de 2,16 a 0,93 épisodes pour 10 000 journée-patients) (Kacima et Yacine, 2020).
I. 7. 1. Pratiques d’hygi¢ne des mains
L’objectif des pratiques d’hygiéne manuelle, vise a réduire la charge bactérienne de la
flore transitoire (Rotter, 1997) mais aussi contribue a réduire ou a limiter le risque de
transmission de germes responsables de maladies infectieuses (telles que la grippe, les gastro-
entérites aigués, les germes responsables d’intoxication alimentaire).
I. 7. 2. Lavages des mains
Le lavage des mains comprend le lavage simple et le lavage hygiénique :

* Le lavage simple, se fait au moyen d’un savon détergent sans propriétés antiseptiques ne
permet qu’une réduction limitée du nombre de micro-organismes de la flore transitoire. Il est
habituellement sans action sur la flore résidente.
* Le lavage hygiénique des mains, avec I’utilisation d’un savon antiseptique a action
désinfectante, permet une réduction significative du nombre de micro-organismes de la flore
transitoire. Son action sur la flore résidente est plus limitée, son efficacité dépend de plusieurs
facteurs tels que la dose utilisée, et la quantité minimale de 3 a 5 ml est habituellement
nécessaire (Larson, 1992-1993). En outre, la durée du lavage est un autre facteur important, non
seulement a cause de 1’action mécanique mais aussi pour obtenir un temps de contact suffisant
afin que I’agent désinfectant agisse (Larson, 1993 ; Rotter, 1997; Simon et al., 1999). Le temps
de friction des mains depend évidemment du type de savon antiseptique utilisé, mais il ne doit
en aucun cas étre inférieur a 30 secondes (Larson, 1993 ; Rotter, 1997).

La qualité du ringage est importante, car 1’effet mécanique de 1’eau élimine non seulement

les micro-organismes, mais également les résidus du savon qui peuvent, a long terme,
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endommager la peau des mains. Le séchage des mains qui doit &tre méticuleux est un élément
dont I’'importance est souvent sous-estimée. Il est habituellement réalisé au moyen de serviettes
a usage unique, solution adoptée dans la plupart des hépitaux.

Le lavage des mains prend du temps. La durée moyenne de 1’ensemble de la procédure,
pour se rendre au lavabo, se laver les mains conformément aux prescriptions et revenir au chevet
du patient est largement supérieure a 1 minute (valeurs extrémes mesurées : de 37 a 84
secondes) (\VVoss et Widmer, 1998). La banale opération de lavage des mains est donc en réalité
un acte complexe dont 1’efficacité nécessite un savoir-faire difficile a acquerir et a maintenir
sans un véritable apprentissage (Pittet et al., 1999 ; Simon et al., 1999)

I. 8. Le Savon antiseptique

Un savon antiseptique est une combinaison entre un détergent et un antiseptique. Le
détergent présent dans ce type de produit optimise I’efficacité de I’antiseptique qui est le
principe actif. En effet, le détergent élimine des parasites qui pourraient souiller le produit. Il
peut avoir une action antimicrobienne de par ses constituants (attention aussi aux risques
d’allergie), son pH, ou par ajout de principes actifs bactéricides ou bactériostatiques a sa
formulation, évitant ainsi la contamination secondaire de la solution.

Les savons liquides antiseptique ou solutions moussantes acquiérent des propriétés
antiseptiques leur permettant d’étre utilisées pour un lavage hygiénique ou chirurgical
déterminé selon deux criteres complémentaires :

v L’efficacité antimicrobienne de la solution
v" Latechnique de lavage appropriée.

Le choix du produit doit étre déterminé par une bonne tolérance de celui-ci. En
particulier, il ne doit pas favoriser le dessechement du revétement cutané de la main en raison
de la multiplication de lavage des mains liées aux diverses techniques de soins en milieu
hospitalier.

I.9. Le pH du savon

Avec un pH voisin de 10, le savon est nettement basique et perturbe incontestablement
I’acidité de la peau (dont le pH est environ 5,5). Dans la pratique toutefois, on constate, a de
rares exceptions pres, que le pH de la peau se rétablit assez vite et que les irritations cutanées
causées par le caractére basique des savons sont peu fréquentes. A 1’inverse, les savons a base
de dérivés du pétrole présentent un pH généeralement plus proche de celui de la peau. Par contre,

eux aussi ont leur inconvénient :
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Leur pouvoir détergeant est souvent tellement puissant qu’ils asséchent la peau et ne
sont finalement pas plus "doux" a 1’usage que les savons classiques. La littérature publie
plusieurs valeurs du pH de la peau, toutes dans la gamme acide mais avec un éventail s’étalant
de pH 4 a 7. Les valeurs obtenues varient :

o Selon le type de la peau : une peau séche est plus acide qu’une peau grasse.

o Selon I’endroit de la mesure : le pH de la peau sous les aisselles est moins acide
que sur d’autres zones.

o Selon que la peau a été soumises a des influences extérieures (nettoyée ou pas,
par exemple). (Waterval, 2011).

Le savon étant basique, généralement voisin de 10, perturbe le pH de la peau, mais
seulement de maniere transitoire, le temps que les glandes sébacées reprennent une activité
normale, ce qui se produit apres deux heures environ.

Tableau. I. 1. pH des savon testés (Baranda et al., 2002).

Nom de la marque pH
Aderm 6.44
Avecyde 3.61
Avéne 6.94
Cetabhil 7.72
Dove white 7.53

Dove baby 7.0

Dove (liquide) 7.0
Dove pink 5.16
Johnson’s baby 7.23
Lux avec glycérine 12.38
Nivea baby creamy 12.35
Nivea bath care 12.21
Oilatum 10.26
Naturel oilatum 10.01
Zest neutral 9.85
Zest citrus sport 9.75
Zest herbal 9.97
Zest agua 9.89
Palmolive green 10.18

e
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Palmolivebotanicals 10.38

I1. Les huiles essentielles
Il. 1. Historique des huiles essentielles

Depuis longtemps, les hommes avaient cherché le moyen de séparer les éléments huileux
des produits aromatiques. Ils réussirent en soumettant la matiére a I'action de la chaleur. Les
substances aromatiques étaient transformées en vapeur; il suffisait de les recueillir et de les
refroidir pour les obtenir sous forme liquide. Ce procédé qui se faisait a feu nu, prit le nom de
distillation. 1 était certainement connu des Chinois et des Indiens depuis 20 siecles avant J.C.
Les Egyptiens et les Arabes ont prévalu des caractéristiques médicinales et aromatiques des
plantes : la conservation des momies, I'aromatisation des bains, la désinfection des plaies avec
les onguents, les parfums et la fabrication des boissons aromatiques (Mdller, 2008).

A l'apogeée de leurs conquétes en Afrique du Nord et en Espagne, les arabes le firent
connaitre aux Espagnols, lesquels a leur tour le propagerent en Europe, a travers les possessions
du Royaume d'Aragon, échelonnées tout le long des Cdtes du Nord de la Méditerranée
(Berthier, 1980 ; Mdller, 2008).

I1. 2. Définition Huile essentielle

Selon la Pharmacopée Européenne, une HE est un : « produit odorant, généralement de
composition complexe, obtenu a partir d'une matiere premiéere végétale botaniquement définie,
soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. L'HE est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé
physique n'entrainant pas de changement significatif de sa composition » (de I'Europe, 1996).
I1. 3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Comme les huiles essentielles sont des extraits de plantes, elles sont soumises a plusieurs
processus et peuvent varier selon : ou ils sont cultivés, le climat, l'altitude, le sol et les méthodes
agricoles. Il est donc tres important que le matériau de départ utilisé pour produire I'huile
essentielle représente le produit naturel de la plante, afin de produire une huile de la plus haute
qualité. En raison de leurs différences de distribution, il existe plusieurs méthodes de production
des huiles (McGuinness, 2003). Le tableau I résume quelques méthodes d’extraction des huiles

essentielles ainsi que leurs avantages et inconvénients.
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Tableau I. 2 Avantage et inconvénients des différents procédés d’extraction (Rassem, Nour et al., 2016)

Méthodes Avantages Inconvénients
Le rendement en HE trés élevé ; Essence | Perte d’une partie d’essence par
en bonne qualité, tres concentrée ; Contact | vaporisation, oxydation. Procédé
direct entre matiere végétale-eau. violant.
Hydro-
distillation

Entrainement a

Convient a la majorité des plantes sauf
jasmin ; Gain de temps : la distillation
commence juste aprés le chargement ;
Efficacité d’extraction.

Nécessité d'acquérir une source de
vapeur externe : chaudiére vapeur
gasoil, gaz, bois ou électrique

la  vapeur ] s
T
Les températures trés faibles qu'elle | Cette pratique, entierement
il Jrm=snsssannsansnna: ; ,6'0;’_06/7, nécessite. Onil’utilise surtout pour (_1es m\anlljelle, et tres onéreuse ; Cout
enbors |l oe e o 50 d* | IMNOE plantes frag_ﬂes qu’une distillation | trés eleye. , _ ‘
Enfleurage =2 P S dhuile endommagerait La durée nécessaire est trés
toile—| E & %0 ° 62 o o GfF Heurs longue
mélalligus | [ A
4 L’extraction assistée par micro-ondes est | Les colts de I'investissement sont
s plus rapide ; la consommation de solvants | plus élevés ; Les matieres
”‘\ “ est plus faible et si besoin, des thermosensibles  peuvent  étre
Pt ecpsind températures plus élevées peuvent étre dégradées.
Micro-onde \? ' utilisées

Décoction

Micro-Ondes ——
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C’est un produit naturel, abondant dans la

ol nature et disponible ; Il est non toxique,
CO2 T > i inerte, inodore, incolore et insipide ; C’est
supercritique : Condenser une technologie Bio, non polluante et sans
—_ effluents.
eparator
rvr)(x)(y'rn extract
compressed
co,
Liquid
Heater — co,

Le codt élevé des équipements.

Ultrason

Sono-Soxhlet

Rapide & extraction efficace ; Processus
doux et non thermique ; Extraits de haute
qualité ; Rendement élevé

Les co(ts de l'investissement sont
un peu plus éleves.
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I1. 4. Les huiles utilisées dans notre travail
II. 4. 1. Huile essentielle d’orange

L'huile essentielle d'orange ou essence de Portugal (Citrus sinensis (L) Osteck) a éte peu
étudiée au point de vue aromathérapie. Employée couramment en alimentation, liquoristerie,
parfumerie, etc., pour sa note fraiche et hespéridé, elle constitue une matiere premiére
fondamentale pour la préparation des eaux de Cologne classiques et de luxe, de lotions
cosmétiques et capillaires, etc. Toutefois I'huile essentielle d'orange présente aussi de l'intérét
pour ses emplois antiseptiques et aromathérapies, qui ont pu attirer I'attention des chercheurs
et des industriels jusqu'a présent (Rovesti, 1963).
I1. 4. 2. L'huile essentielle de lavande officinale

Lavandula angustifolia, la lavande officinale ou lavande vraie, est un sous-arbrisseau
appartenant a la famille des Lamiacées. Elle possede de fines feuilles gris-vertes. Les fleurs
bleu-violettes, d'un parfum caractéristique, sont disposées en épis au sommet de petits rameaux
portant les feuilles. L'HE est obtenu par entrainement a la vapeur d'eau, a partir des sommités
fleuries de Lavandula angustifolia. Elle possede une monographie a 'HMPC (The Committee
on Herbal Medicinal Product) de ’'EMA (European Medicines Agency) ainsi qua la
Pharmacopée Européenne (Bruneton, 2009).
Il. 4. 2. 1. Les composants majoritaires des huiles essentielles

Les composant principales des huiles essentielles utilisées dans notre travail sont montré
dans le tableau 1.3 (Aribi-Zouioueche et Couic-Marinier, 2021)

Tableau I. 3 les composant majoritaires des huiles essentielles

Huile essentielle | Molécules principales | %? Profil énantiomérique des %b
composants chiraux majoritaires
Orange douce Limoneéne >96 (R)-(+)-Limonéne >99
(Citrus - -
sinensis L.) Linalol <1 (S)-(+)-Linalol >87
B-Myrcéne Non chirale —
a-Pinéne <1 (R, R)-(+)-a-Pinene >99
Acétate de linalyle 37— (R)-(—)-Acetate de linalyle >99
Lavande 48
fine (Lavandula
angustifolia) | Linalol 19— (R)-(-)-Linalol >08
32
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B-Caryophyllene 3,7- | aa(R,S)-(—)-(E)-B-aryophylléneaa | >99
6,3

Acétate de 2-11 | (R)-(—)-Acétate de lavandulyle >99

lavandulyle

a: Pourcentage des composants majoritaires.  : Pourcentage en énantiomére majoritaire

II. 4. 3. L’huile d’olive
Est une huile provenant uniquement du fruit de 1’olivier a I’exclusion des huiles obtenues
par solvant ou par des procédés de ré- estérification et de tout mélange avec des huiles d’autre
nature (Boussakou, 2019).
L’huile d’olive se compose de :
o Acide gras mono insaturés : 55 a 83 % oléique (Omega9) ;
o Acide gras poly insatures : 3,5 a 21 % linoléique et gamma-linolénique (Omega6), 1 %
alpha linolénique (oméga 3) AG saturés : 7,5 % a 20 % palmitique, 2 a 12 % stearique,
0,5 % arachidique
o Vitamines : E, D, K, provitamine A ;

o Autres constituants : polyphénols, squalene, phytostérols, chlorophylle, sélénium.

I1. 5. Les différents controles de qualité des huiles essentielles
I1. 5. 1. Les contréles organoleptiques

Trois aspects peuvent étre contrélés : la couleur, I'odeur et la saveur.
11. 5. 2. Les contrdles physico-chimiques

Chaque HE est caractérisée par différentes constantes physiques permettant de I'identifier
et de controler son origine géographique ainsi que son absence de falsification ou sa pureté. Les
criteres a déterminer selon la Pharmacopée Européenne, les normes 1SO et AFNOR sont : la
densité, I’indice de saponification, I’indice de réfraction, l'indice d'acide, et I’indice d'ester.
I1. 6. L’activité antibactérienne d’huile essentielle

Les HEs ont une double action contre les microbes, elles peuvent avoir une action

bactéricide ou bactériostatique. Plusieurs travaux montrent que les HEs et leurs composés
majoritaires ont un effet antimicrobien vis-a-vis des bactéries & Gram positif et & Gram négatif
(Carson et Riley, 1995). Compte-tenu de la diversité des molécules présentent dans les HEs,
I’activité antibactérienne semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes d’action,
impliquant différentes cibles cellulaires (Carson et al., 2002). D’une maniere générale, leur

action se déroule en trois phases (Djilani et Dick, 2012) :
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» Attaque la paroi bactérienne, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité puis

la perte des constituants cellulaires ;

» Acidification de I'intérieur de la cellule provoquant la coagulation des constituants
cellulaires par la dénaturation des protéines, ce qui bloque la production de 1’énergie
cellulaire et la synthese des composants de structure ;

» Destruction du matériel genétique, ce qui cause la mort de la bactérie (Fig. 1. 5)

Coagulation du cytoplasme

Force promotrice

Relarguage
des éléments
cytoplasmiques :
métabolites
et ions

Paroi P LN
cellulaire AT @ YTy TV

Membrane
cytoplasmique

Protéines
membranaires

Fig. I. 5. Schéma présentant le mode d’action des huiles essentielles

En effet, les HEs ont un champ d’activité tres large, elles inhibent la croissance des
bactéries. De plus elles sont tres efficaces sur les microorganismes résistants aux antibiotiques
(Duarte et al., 2005).

Dans des études antérieures, il a été démontré que les HEs des especes de Thymus
possédent un large spectre d’activité antibactérienne (E1 Ouali et al., 2013 ; Lambert et al.,
2001) ont expliqué le fait que le thymol (composé principal des HEs de Thymus) se lie aux
protéines membranaires et fait augmenter la perméabilité¢ de la membrane cellulaire
bactérienne.

L’¢étude de Mnayer (2014) sur les HEs de I’ail et oignon a révélé 1’effet antibactérien de
ces HEs sur S. aureus, Salmonella typhimurium et Listeria monocytogenes. Les HEs de C.
limonum ont manifesté un effet antibactérien vis-a-vis de trois souches d’E.coli (Moro, 2005).
II. 6. 1. La méthode de ’aromatogramme

En plus de ’appellation méthode de I’aromatogramme, elle est appelée aussi technique
de I’antibioaromatogramme (Jacob et al., 1979), méthode de VINCENT (Pibiri, 2006), méthode

e
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de diffusion dans la gélose (agar) (Razakarivony et al., 2009). Elle est particulierement

adaptée a 1’é¢tude de ’action antibactérienne. Elle permet de déterminer la sensibilité des
différentes espéces bactériennes vis a vis de I’huile essentielle donnee. Elle peut étre aussi
adaptée  pour  tester  d’autres  agents  antimicrobiens  (Wilkinson,  2006).
La méthode de 1’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu
géloseé convenable (10-25mL), déja solidifié et inoculé de la souche microbienne testée. Des
disques en papier filtre, papier buvard ou Wattman+ (6-8mm), préalablement imprégnes de

quantités d’HE (5-30uL), sont alors placés en surface de la gélose (Fig. I. 6) (Wilkinson, 2006
; Kechkar, 2008) Généralement, les micro-organismes sont classés susceptibles, intermédiaires
ou résistants, selon le diamétre de la zone d’inhibition (Wilkinson, 2006)

L

Doite de pém

Enscmencement de la gdosc

en mappre par 1ml de Finocuhen Gelose Mucller Hinton

Depal asepligue d'un discgue
| imbibe de Fhuile essenticlle

Z: zone d'mhibition

Croissmmce nncrobienne

Fig. I. 6. Schéma présentant la méthode de 1’aromatogramme

L’¢échelle de I’estimation de I’activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al. (2009),
ils ont classé les zones d’inhibitions de la croissance en 5 classes :

v" D>30mm : Trés fortement inhibitrice.
21mm<D<29mm : Fortement inhibitrice.
17mm<D<20mm : Modérément inhibitrice.

1 Imm<D<16mm : Légérement inhibitrice.

AN N N

D<10mm : Non inhibitrice.

I1. 7. Les conditions de conservation et de stockage
Afin d'éviter toute degradation pouvant altérer la qualité et I'efficacité des HE, il convient
de respecter quelques régles simples de conservation et de stockage décrites ci-dessous.
Les HE étant de nature instable et sensibles aux phénoménes d'oxydation provoqués par

la lumiére ou la chaleur, elles doivent étre conservées dans un flacon étanche, coloré (brun ou

e
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bleu), de faible volume, dans un endroit frais (de température inférieure a 20°C), a de l'air et de

la lumiére. Les flacons en plastiques sont déconseillés de par leur fort potentiel a étre attaques
par les constituants des HE.

Afin de limiter au maximum le contact de I'HE avec l'oxygene de l'air, il est
également conseillé de bien refermer le flacon d'HE aprés utilisation. Un flacon d'HE n'ayant
jamais été ouvert peut-étre conservé entre 3 et 5 ans alors qu'un flacon d'essence du genre Citrus
ne peut pas I'étre plus d'un an. Dés lors que le flacon est ouvert, la durée de conservation diminue
et varie de 12 a 18 mois selon I'HE considérée (Raynaud, 2006 ; Roux, 2008 ; Lobstein et al.,
2018).

I1. 8. Intérét des huiles essentielles
I1. 8. 1. En cosmétologie

Le secteur d’hygiéne et I’industrie des cosmétiques sont également des consommateurs,
la majorité des produits cosmétiques contiennent une quantit¢ de ’HE comme élément
parfumant et aussi élément assurant une odeur agréable (Bruneton, 1999).
I1. 8. 2. En industrie agroalimentaire

Actuellement, les HE représentent un outil trés intéressent pour augmenter la durée de
conservation des produits alimentaires. Ces substances naturelles riches en composés
antimicrobiens et antioxydants sont considérés comme une alternative importante pour résoudre
le probléme d’altération post-récolte liées aux moisissures et d’éviter la perte en qualité et en
quantité des fruits pendant 1’entreposage (Serrano, 2008).
I1. 8. 3. En agriculture

Les pesticides naturels basés, notamment sur les HES représentent une alternative
intéressante pour la protection des cultures contre les insectes (Isman, 2000). Les biopesticides
peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans potentiellement inciter le développement de la
résistance chez les ravageurs (Chiason et al., 2007).
11. 8. 4. En pharmacie

Dans les médicaments, le potentiel thérapeutique des composés des HEs montre leur
bienfait dans le traitement de cancer, des infections bactériennes et virales, la lutte contre le
stress oxydatif. De méme, les propriétés lipophiles des composés aromatiques permettent aux
HEs de pénétrer dans la peau, ce qui facilite I’administration des médicaments par voie

transdermique (Bruneton, 1999).
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Matériels et méthodes

Le présent travail consiste en 1’élaboration d’un savon liquide antimicrobien a base des
extraits et huiles végétales ainsi que des huiles essentielles. Cette élaboration exige différents
tests physico-chimies et microbiologiques a fin caractériser les huiles essentielles et les savons
produits. Ce travail est réalisé conjointement au Laboratoire de la faculté des sciences au niveau

du pole universitaire, Hall de technologie, Université de Yahia Farées Médéa, et Laboratoire de

Microbiologie, physico-chimique, SAIDAL- Médéa.

I1. Matériels et Méthodes
I1. 1. Le matériel

Il. 1. 1. Appareillage et produits chimiques

L’appareillage et les produits chimiques utilisés pour la réalisation de notre travail sont

présentés dans le tableau II. 1.

Tableau Il. 1. Appareillage et produits chimiques

Matériels

Produits

Balances de précision (au 0.1 gramme prés)
Bécher de 1L

Erlenmeyer de 500 ml spécial pour préparation
de solution de I’hydroxyde de sodium
Mixeur plongeur résistant

Une spatule

Un thermométre

Les bavette et gants

Les boites pétris

Les disques

U pipette (20-200u) (10-100p)

Pipette + pro-pipette

Montage de dosage

Montage de chauffage a reflet

Clevenger

Agitateur + chauffage

Spectrophotométre

Viscosimétre, pH-metre, pycnomeétre

Eau distillée

Ethanol (pour le ringage)

Acide acétique

KOH

HCI

NaOH

NaCl

Les milieux de culture (Gélose Nutritive,
Sabouraud, Mller-Hinton)

Il. 1. 2. Matériels biologiques
Il. 1. 2. 1. Matériels végétal

v
v
v
v

Huile d’olive

Les zestes d’orange (congelé, frais et sec) ;
Huile essentielle de Lavande officinale (commerciale)

Huile essentielle d’orange (commerciale)
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I1. 1. 2. 2. Les souches microbiennes

Les souches microbiennes utilisées dans notre travail (tableau Il. 2) provenant de la

collection du laboratoire de microbiologie du SAIDAL.

Tableau I1. 2. Les souches microbiennes testées.

Type de

Souche

Souche Test

Nom de la souche NATCC Gram | Pathogene | d’antibiotiques Famille™
Bacillus subtilis 6633 + X Bacillaceae
Escherichia coli 8739 - @) enterobacteriaceae
Staphylococcus epidermidis | 12228 + X X Staphylococcaceae
candida albicans 10231 Saccharomycetaceae
Saccharomyces cerevisiae 9763 Saccharomycetaceae

* Selon la seconde édition du « Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2001 »

I1. 2. Les méthodes

Il. 2. 1. Préparation du savon liquide antimicrobien

Il. 2. 1. 1. Préparation du savon mou

La recette de base du savon mou consiste en la préparation d’une solution de potasse : 45¢

de KOH dan volume V d’eau distillée que I’on va mélanger avec 250g d’huile d’olive chaude

et on agite en utilisant un mixeur plongeur résistant jusqu’a 1’homogénéisation, aprés continu

’agitation manuellement, avec une spatule, jusqu’a I’obtention d’une péte (photo II. 1).

LY

" - \\
.

-1-

Matériels et produits

/ ) )
S

AW S il
- <o SN ")
o

Préparation de solution de

KOH
22-

=

Chauffage d’huile d’olive

-3-
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! S TN

|

Ajout de la solution de KOH
dans I’huile et agitation a
I’aide d’un mixeur plongeur

-4-

Continuer a mélanger
jusqu’a I’homogénéisation
-5-

Agitation manuelle a I’aide

d’une spatule

-6-

Photo Il. 1. Les étapes de préparation du savon mou (photos originales, 2022).

Apres quelques essais préliminaires, les conditions opératoires que nous utilisons et nous

donnent une texture appropriée sont les conditions indiquées sur le tableau I1. 3

24




Chapitre Il

Matériels et méthodes

Tableau I1. 3. Les condition opératoire utilisé pour la préparation du savon mou

S1 250 40°C - 45 25 100 3h

S2 250 60°C - 45 70 100 3h

S3 250 90°C 1h 45 70 375 Jusqu’a la
transparence

S4 250 90°C 20min 45 70 375 Jusqu’a la
transparence

S1, S2, S3, S4 : Les savons mous prépareés selon les 4 recettes
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IL. 2. 1. 2. Extraction d’huile essentielle d’orange
L’huile essentielle utilisée dans notre travail est celle du zeste d’orange extraite par hydro-
distillation type de Clevenger (photo Il. 2), au niveau du laboratoire SM, faculté des Sciences,
Université de Médeéa. Le protocole est comme suit :

» Peser 30g de zeste d’orange (sec, frais et congel€) ;

» Mesurer 350ml d’eau distille ;

» Verser la quantité du zeste et I’eau distille dans un ballon de 500ml ;

> Monté¢ le Clevenger et lancé I’extraction apres récupéré I’HE et I’hydrolat

i : |
Versé la quantité des zestes dans le
ballon

e
2 g e -
Ajouté I’eau distille au zestes Monté le Clevenger

-3- -4-
Lancé I’extractions Récupére I’HE et hydrolat a fin de
-5- I’extraction
-6-

Photos II. 2. Préparation d’huile essentielle d’orange
I1. 2. 1. 3. Préparation de savon liquide antimicrobien
e Pesé 100g de savon mou, précédemment préparé ;
e Ajouté ’eau distillée chaude en petites quantités, en agitant, jusqu’a 1’obtention de la

consistance voulue (photos II. 3);

e ————————————
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= -
Pesé 100g de savon mou Ajouté I’eau distille chaud au savon et
agité le mélange avec spatule
-1- -2-

Photo Il. 3. Préparation du savon liquide a partir du savon mou (photos originales,
2022).

Afin d’étudier I’effet antimicrobien des savons préparés, nous avons préparé différentes
formules (tableau 11. 4 et photos I1. 5) en utilisant les additifs naturels suivants :
» Hydrolat d’orange ;
» Huile essentielle d’orange (frai, sec et congelé) avec rapport de 1g d’huile dans 50g de
savon liquide ;
» Huile essentielle lavande (commercial) avec rapport de 1g d’huile dans 100g de savon
liquide.

> Le résidu d’extraction
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Tableau Il. 4, présente les différentes formules préparées.

S2 S4 S1 S4 S3
Recette | Q.S. M ED Q.S.M ED Q.S.M ED Q.SSM| REF |Q.S\M ED Hydrolat | Q. S. M ED Hydrolat
100 210 100 200 100 240 100 120 100 160 60 100 30 190
Savon A Savon B Savon C Savon D Savon E Savon F
QS.L 1509 509 165¢
HE. L 1.5¢ - -
HE. OS - 19 -
HE. OC - - 29

Q. S. M : Quantité du Savon Mou ; ED : Eau Distillée ; R.E.F : Résidu d’extraction d orange Frais ; Q.S. L : Quantité du Savon liquide ; HE. L : Huile Essentielle Lavande ;
HE. OS : Huile Essentielle zeste d’Orange Sec. HE. OC : Huile essentielle zeste d’Orange congelé

Pesé 100g de savon mou IV

-1-

Filtré le résidu d’extraction

-2-

Ajouté le résidu d’extraction

chaude au savon et agité le
mélange avec spatule
-3-

Photo I1. 4. Préparation du savon liquide avec le résidu d’extraction d’orange frais (photos originales, 2022).
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I1. 3. Caractérisation physico-chimiques des huiles essentielles et des savons préparés

I1. 3. 1. Caractérisation physico-chimiques des huiles essentielles prépareées
11.3. 1. 1. Mesure de pH

La mesure du pH des huiles essentielles a été réalisee en utilisant le papier pH.

I1. 3. 1. 2. Mesure de la densité relative

Cette mesure a €té réalisée a I’aide d’un pycnomeétre selon le protocole suivant :

Mesurer le pycnomeétre vide et tarer la balance ;

Prendre 1ml d’huile essentielle, et la mettre dans le pycnométre vide ;

Peser le pycnométre rempli ;

Pour calculer la densité, le poids obtenu est divisé par le volume du liquide testé.
I1. 3. 1. 3. Indice de réfraction (lIr) (photos Il. 5)

Le réfractomeétre
-1-

La demi lumiére blanche
-2-

Pour I’étalonnage de I’appareil, utilisez le liquide de référence (1’eau distille = 1.3333);
Prendre une goutte d’huile essentielle et 1a mettre dans 1’appareil ;

Quand on atteindre la demi lumiére blanche on lit la valeur obtenue de I,

La valeur de I,
-3-

Photo II. 5. Mesure de I’indice de réfraction des huiles essentielles

I1. 3. 1. 4. Indice de saponification Is (photos Il. 6)

Mettre une quantité de 2.5g d’huile d’olive dans une erlenmeyer de 250ml ;

Ajouter 25ml d’hydroxyde de potassium alcoolique (KOH) 0.5M et quelques pierre

ponce ;

Adaptez le réfrigérant et chauffez a reflux pendant 30min ;

Ajoute quelques gouttes de phénolphtaléine (¢¢) ;

Titrez immédiatement (alors que la solution est encore chaude) par 1’acide

chlorhydrique (HCI) 0.5M ;
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e Effectuez un essai a blanc dans les mémes conditions.

L’indice de saponification est calculé en utilisant la formule suivante :

_2805('".2 —nl)
m

I

nq ml acide chlorhydrique 0.5 M d’échantillon

n, ml acide chlorhydrique 0.5 M de blanc
m la masse d’huile d’olive

Chauffez a reflux le mélange Titrage par HCI Atteindre le point
pendant 30min d’équivalant
-1- -2-
-3-

Photos II. 6. Mesure de I’indice de saponification (photos originales, 2022)

1. 3. 1. 5. Indice d’acide I, (Photos II. 7)

L’acidité a été déterminé selon la méthode décrite dans le réeglement CEE/2568/91. Une
prise d’essai d’huile d’olive de 10g a été mélangée avec 50ml d’éther de pétrole et éthanol a
96% (V/V). Puis le mélange a été titré avec une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium
(NaOH) (0.1N) en présence de ¢¢, jusqu’a I’apparition d’une coloration rose, un essai témoin
(blanc) a été réalisé dans les mémes conditions mais en omettant la prise d’essai

L’acidité est exprimée en pourcentage et calculé selon la  formule

A(%) = (v —vp) * (N*M/w*m)

L’indice d’acide est calculé selon la formule suivante :

I,(mg KOH/g) =56.11 X N (V—-V0)/m

Ou:

A(%) : Acidité libre en % d’acide oléique ;

1, : Indice d’acide ;

56.11 : Masse molaire, exprimée en grammes par mole, de I’hydroxyde de potassium (KOH) ;
N : Normalité de la solution d’hydroxyde de potassium (0.1 N) ;

V : Volume de la solution d’hydroxyde de potassium utilisé pour titrer [’échantillon ;

e ————————————
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vy Volume de la solution d’hydroxyde de potassium utilisé pour titrer le blanc ;
M : Masse équivalente d’acide oléique qui est égale a 282 g/mole ;
m : Masse de la prise d’essai en gramme.

Titrage avec NaOH Atteindre le point d’équivalant
-1- -2-

Photos II. 7. Mesure de ’indice d’acide (photos originales, 2022)

1. 3. 1. 6. Indice d’ester le

Est calculé Ic par la différence entre Is et la: le=ls-la

I1. 3. 2. Caractérisation physico-chimiques des savons préparés
1. 3. 2. 1. Mesure de la viscosité de savon

La viscosité des savons a été déterminée a I’aide d’un viscosimetre rotatif dont le
fonctionnement est basé sur la résistance a la torsion offerte par le savon liquide lorsque la
broche de caracteéristique connue (tourne 2)
Celui-ci est remplir avec le savon jusqu’a le tri de tourne
Les valeurs de la viscosité sont affichées sur 1’écran de I’appareil (Photos I1. 8)

Cet appareil affiche aussi d’autre paramétres dans différentes vitesses qui sont : la
température (°C), vitesse de cisaillement Y(1/s), contrainte T(Pa), couple (mNm) et la

fréquence (HZ).
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<9 Bonuin Visco

Photos I1. 8. I'appareil de viscosimétre (photos originales, 2022)

I1. 3. 2. 2. Mesure de la densité de savon

On a mesur¢ la densité relative des savons liquides a 1’aide d’un pycnomeétre (voir section II.

2.1.2)

I1. 3. 2. 3. Détermination de pH du savon

Avant d’effectuer cette mesure, le pH-métre a été préalablement étalonné par des solutions

tampons pH 9, pH 7 et pH 4. Un volume suffisant de savon est mis dans erlenmeyer, la sonde

de pH métre est plongée dans I’échantillon de savon liquide et la solution savonneuse préparée

a partir du savon mou (1g de savon mou dans 50ml d’eau distillée) et la valeur de pH s’affiche

directement sur ’appareil.

I1. 4. Qualité de savon

I1. 4. 1. Pouvoir moussant

Permet de déterminer le degré d’aptitude, du savon, a former de la mousse, caractérisée par

la hauteur initiale de la mousse et sa stabilité au cours du temps. Il consiste en la préparation

comme présenté dans le tableau Il. 5.

Tableau I1. 5. Les tests du pouvoir moussant

Eau distillée (ml)

Quantité de savon (g)

Savon

Test 1

Test 2

Test 3

Test 4

Test5

Test 6

100

M| m O O W

Temoin 1 (-)

100
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Témoin (2)

Témoin (3)

100

Savon liquide commercial

Agent moussant

Mode d’opératoire

1. Préparez des solutions savonneuses a partir de chaque savon préparé ;

2. Nous avons agité le mélange jusqu'a la formation de la mousse ;

3. Enfin, nous avons calculé le temps de la stabilité de la mousse de chaque solution savonneuse.

1. 4. 2. Le pouvoir mouillant

Permet de déterminer le degré d’aptitude de mouillabilité, caractérisé par I’étalement sur la

surface lisse et la pénétration dans les substances poreuses. Il consiste en la préparation comme

présenté dans le tableau II. 6.

Tableau I1. 6. Les tests du pouvoir mouillant

Eau distillée Savon (g) Quantité de savon (g) Feutrine
(ml)
Bécher 1 A
Bécher 2 B
Bécher 3 100 C
Bécher 4 D
Bécher 5 E 59 Carré de Feutrine
Bécher 6 F
Témoin 1(-) 100 -
Témoin (2) Savon liquide
100 commercial
Témoin (3) Agent moussant

Mode d’opératoire

1. Préparer une eau savonneuse (photos Il. 8);

2. Ensuite, couper un morceau de la feutrine et ’immerger dans la solution suscitée;

3. A Tl’aide d’un chronometre, compter le temps de mouillabilite de la feutrine par

chaqgue solution savonneuse.
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—

Photos I1. 9. Détermination du pouvoir mouillant des savons prépareés (photos originales,
2022)

I1. 4. 3. Pouvoir émulsifiant
Permet de déterminer le degré d’aptitude d’un détergent a faciliter la formation d’une
émulsion par dispersion d’un liquide dans un autre liquide non miscible et les maintenir en

suspension. 1l consiste en la préparation comme présenté dans le tableau 1l. 7.

Tableau I1. 7. Les tests du pouvoir émulsifiant

Test 1

Test 2

Test 3 100 5

Test 4

Test 5

Quelques gouttes

Test 6 d’huile colorée

M m| O O @ >

Témoin 1 100 - -
)

Témoin (2) 100 5 Savon liquide commercial
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I1. 5. Etude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des savons préparés

I1. 5. 1. Préparation des suspensions microbiennes

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des boites de Pétri contenant la gélose
nutritive (GN) et une gélose Sabouraud pour les levures et incubées pendant 24 heures a 48
heures, afin d’obtenir une culture jeune des bactéries et des colonies isolées.

Trois (3) a quatre (4) colonies ont été prélevées, a partir d’une culture microbienne jeune
de 18- 24h, a l’aide d’une anse stérile, sont introduites dans wun tube
contenant de I’eau physiologique. Aprées une bonne agitation et homogénéisation a I’aide d’un
vortex, mesurer la DO, a une longueur d’ondes égale a 600 nm, a lI'aide d'un spectrophotométre.
La suspension microbienne doit avoir une DO de ’ordre de 0.08- 0.1 correspondant a une
concentration de 106- 108cellules/ml.

I1. 5. 2. L activité antimicrobienne des huiles essentielles

Nous avons appliqué la technique par contact direct de I’aromatogramme pour évaluer
I’activité antimicrobienne des huiles essenticlles. Ce test a été effectué suivant la méthode de
Conner et Beuchat (1984a,b), Adam et al. (1998) et Chao et al. (2000) et en respectant les
recommandations établies par le BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy) et
développées par Andrews (2001).

Ce test est effectué par dépdt d'un disque stérile de cellulose de 9 mm de diametre
(Whatman N°1) imprégné d’une quantité d’HE sur un milieu gélosé préalablement ensemencé
avec une culture microbienne. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des

diamétres des zones d’inhibition en millimétres (fig. I1. 1)

Disque impregne Croissance
d'HE microbienne

R ot
Zone d inhibition

Fig. I1. 1. Aromatogramme sur boite de Pétri a diffusion linéaire a partir d’un disque
imprégné d’huile essentielle.

Le test est effectué en cultivant les bactéries sur un milieu Muller- Hinton et les
levures sur une gélose Sabouraud. Chaque boite de Pétri de 90 mm a recu 20 ml du
milieu de culture et est ensemencée par ecouvillonnage par la suspension microbienne
préalablement préparée. Les disques stériles imprégnés d’HE sont déposés a la surface du
milieu et laissés diffuser sur place pendant 30 min; ensuite, ils ont été incubés, inversés dans

e
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une étuve a une température de 37°C durant 24h pour les bactéries et 48h pour les

levures.

11. 5. 3. L activité antimicrobienne des savons liquides

Le test est effectué en cultivant les bactéries sur un milieu Muller- Hinton et les
levures sur une gélose Sabouraud. L’ensemencement de la suspension microbienne se fait par
écouvillonnage a la surface du milieu Muller- Hinton. Apreés, on préléve une quantité de 100uL
de savon liquide a 1’aide d’une micropipette et on les déposes a la surface du milieu (Photo II.
9). Laisser diffuser sur place pendant 30 min ensuite. Incuber & une tempeérature de 37°C durant

24 h pour les bactéries et 48 h pour les levures.

Photo II. 10. Test de ’activité antimicrobienne du savon par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé

I1. 5. 4. Etude du pouvoir antibactérien du savon au lavage
L’objectif de ce test est I’étude de I’effet antibactérien des savons préparés. Les
prélevements bactériologiques ont été réalisés sur des boites de gélose Mac Conkey Agard
(MCA), Miiller- Hinton et Sabouraud (SAB). Les prélevements ont été réalisés comme sulit :
- Le premier prélevement bactériologique a été réalisé avant lavage des mains (témoin
positif) ;
- Le deuxieme prélévement est réalisé aprés un lavage au savon pendant 30 secondes ;

- Le troisieme prélevement est réalisé aprées un lavage au savon pendant une minute.
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Le manipulateur pose les doigts 2, 3 et 4 (index, majeur et annulaire) de sa main droite au

centre de la boite de géelose pendant une a deux secondes. Les boites sont ensuite incubées a

une tempeérature de 37°C pour les bactéries et 25°C pour les champignons.

Photo II. 11. Test de ’activité antimicrobienne apres lavage par les savons préparés

I1. 6. Test consommateur
Afin de tester la qualité de nos savons a I’application, on a procédé au test consommateur.
Pour cela, 7 femmes et 2 hommes dont 1’4ge varie de 22- 30 ans se sont portées volontaires,

dont le type de peau est présenté dans le tableau Il. 8.

Tableau I1. 8. Les différents types de peau des volontaires ayant testés les savons préparés

Sexe Age Type de peau
27 Peau grasse

homme | 25 Peau sensible
22 Peau seche
23 Peau normal
23 Peau normal

femme |24 Peau seche
25 Peau sensible
26 Peau seche
30 Peau sensible
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I11. 1. Les savons mous préparés
L’objectif de notre travail est la fabrication d’un savon liquide, a effet antimicrobien, a
base d’huile végétale (huile d’olive) par saponification a chaud. Apres la cuisson du savon mou

pendant de nombreuses heures, nous obtenons les résultats montrés dans la photo I11. 1.

Savon mou (S3) Savon mou (S4)

Photo I11. 1. Les savons mous préparés

La photo I1l. 1, montre que les savons obtenus présentent des aspects différents. Ceci
est dd a la durée de cuisson que prenne chaque savon : S1 et S2 ont pris 3h de cuisson tandis
que S3 et S4 ont pris 6h de cuisson. Cette différence est due a la quantité d’eau initialement
présente dans la recette.

Pour S1 et S2, ce n’était pas I’aspect recherché. Donc pour I’améliorer, on a ajouté un
peu d’eau distillée chaude et on a fait cuire un peu jusqu’a I’obtention de la texture désirée. Les

résultats finaux sont présentés dans la photo IlI. 2.
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Photo I11. 2. Les savons mous
I11. 2. Les savons liquides préparés

Les différents savons liquides obtenus sont présentés dans le tableau I1l. 1 et la photo
. 3.

Tableau I11. 1. Différentes formules préparées.

Savon A Savon B Savon C Savon D | Savon E

Savon F

Photo I11. 3. Les savons liquides obtenus
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Les savons liquides A et C, ont une texture visqueuse puisqu’ils proviennent du savon

S2 et S1 qui sont un dur par apport aux savons S3 et S4. Cependant, I’ajout de I’hydrolat
d’orange au savon 3, peu fluide, a donné un savon tres visqueux : savon E.

Les savons B, D et F ayant des textures peu visqueuses a cause de la fluidité des savons
originaux qui sont S4 et S3, respectivement (tableau I11. 1).
I1 est a noter que la dilution du savon 4 (photo III. 4) avec de 1’eau distillée (200ml) a donné le
savon B et que I'utilisation de la tisane de zeste d’orange (120ml) a donné le savon D. Ces deux
savons ont la méme texture malgré que le volume du liquide rajouté n’est pas le méme.

La dilution du savon 4 par I’hydrolat d’orange sous chauffage pendant 10 minutes donne le
savon mou 5 non liquide (fig. I1L. 5). La dilution du 10g de S5 avec 30ml d’eau distillée chaude

donne le savon F.

Photo I11. 4. Savon mou 5

Donc, on a conclu que I’hydrolat d’orange donne un savon liquide visqueux, alors que

la tisane de zeste d’orange donne un savon liquéfié.
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I11. 3. Les huiles essentielles obtenues
I11. 2. 1. Le temps d’extraction de chaque huile
Les résultats de ’extraction de 1’huile essentielle a partir de zeste d’orange : frais, sec et

congelé, nous ont permis de tracer le graphe présenté dans la figure 111. 1.

£ 3
Q
o 2,5
c
§ 2
(O]
Q15
.E
- 1
©
1)
€ 0,5
=
g o
0 50 100 150 200
temps (min)
HE congelés HE sec HE frais

Fig. I11. 1. Cinétique d’extraction d’huile essentielle a partir du zeste d’orange

Le graphe montre que 1’extraction d’HE a partir d’un zeste d’orange frais s’est arrétée
aprés 70min avec un volume de 2ml. Tandis que I’extraction d’HE a partir d’un zeste d’orange
congelés et sec a continué jusqu’a 100 min et 140 min, avec un volume d’huile de 1ml et 0.6ml,
respectivement.

Donc I’extraction d’huile essentielle d’orange congelé et sec prend plus de temps et
peu de rendement par apport a I’extraction d’HE a partir d’un zeste d’orange frais.
I11. 4. Caractérisation physicochimiques de I’huile d’olive, des huiles essentielles et des
savons préparés
I1I. 4. 1. Caractéristiques physicochimiques d’huile d’olive utilisée pour la préparation du
savon mou

Les résultats de détermination des indices caractéristiques d’huile d’olive (tableau III.
2), montrent qu’ils dépassent les normes de la pharmacopée européenne. Son pH est 1égérement

acide (6), ce qui signifie qu’est ancienne et convient pour la production de savon.
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Tableau III. 2. Les propriétés physicochimiques d’huile d’olive

pH | Densité | Indice | Normes* Indice de Normes* Indice Normes*
d’acide saponification d’ester
Ia Is |e
H.d’Olive | 6 0.909 6.1319 | 4<1.<5 154.12 130<15<135 147.98 126<1.<130

I11. 4. 2. Caractérisation des huiles essentielles extraites

I11. 4. 2. 1. Caractérisation organoleptique des huiles essentielles extraites

Les résultats de la caractérisation organoleptique des huiles essentielles extraites a partir

des zestes d’orange, sont présentés dans le tableau III. 3.

Tableau I11. 3. Les caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles

L’aspect La couleur L’odeur
- a4°C
HE du Z.0.F Liquide transparent Trouble Transparent | Caractéristique du
zeste d’orange
HE du Z.0.S Jaune péle a
HE du Z2.0.C Liquide Limpide orangeé

HE du Z.O.F : zeste d’orange frais ; HE du Z.0.S : zeste d’orange sec ; HE du Z.0O.C : zeste d orange

congelé.

1. 4. 2. 2. Caractéristiques physicochimiques des huiles essentielles extraites

Les résultats de la caractérisation physicochimiques des huiles essentielles extraites

sont présentés dans le tableau Ill. 4.

Tableau I11. 4. Les propriétés physicochimiques des huiles essentielles extraites

R% pH Norme* Densité Normes* I Normes*
HE Z.0.S 1.66% 0.842 1.480
HE Z.0.C 2.33% 0.846 1.471
HE Z.O.F 4% 6 | 5.16<pH<6.61 | 0.990 | 0.84220.850 | 1.334 | 1.47<I,<1.476
HE Z.0.Com. 0.843 1.488
HE Lavande 0.880 | 0.878a0.892 | 1.459 | 1.455<I,<1.466
H. d’Olive 0.909 - 1.465

*Les résultats obtenus sont comparés par la pharmacopée européenne

Le tableau III. 4, montre que le rendement d’extraction HE de zeste d’orange frais est

faible (4%) mais reste supérieur a celui de I’huile essentielle extraite a partir du zeste d’orange

se et congelé qui sont 1.66% et 2.33%, respectivement.
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On remarque également que le pH de toutes les huiles essentielles extraites ainsi que
celui d’huile d’olive utilisée dans la préparation du savon mou est de I’ordre de 6 et qui répond
aux normes de la pharmacopée européenne.

Pour la densité, on remarque que les valeurs répondent aux normes de la pharmacopée
européenne sauf celle de HE du zeste d’orange frais qui est de 1’ordre de 0.990.

Les résultats de I’indice de réfraction, montrent que seules ’'HE de zeste d’orange
congelé et HE de lavande (commerciale) qui répondent aux normes de la pharmacopée
européenne.

I11. 4. 3. Caractérisation des savons liquides prépares
I11. 4. 3. 1. Etude de la viscosité

La figure III. 2, représente 1’évolution de la vitesse de cisaillement, la fréquence, la
contrainte et la force en fonction de la vitesse de rotation du viscosimétre. On remarque qu’il y
a superposition des courbes de tous les savons liquides et que la vitesse de cisaillement et la
fréquence augmentent avec I’augmentation de la vitesse et que la force et la contrainte diminue

avec I’augmentation de la vitesse de rotation du viscosimetre.
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La mesure de la viscosité en fonction de la vitesse de rotation du viscosimétre nous a

permis d’obtenir les graphes présentés dans la figure I11. 2.

2000
1800
1600
1400 — /\
g 1200 A\ — B
2 1000 —F
B
+= 800 —— C
3
O 600 E
2
> 400 D
200 Témoin
. -
22,71 30,21 37,77 42,87 50,57 58,52 62,74 70,18
le contrainte (Pa)
Fig. I11. 2. La viscosité des savons liquides en fonctions du contrainte

Cette figure montre que la viscosité des savons préparés diminue avec 1I’augmentation
de la contrainte, donc on peut conclure que les savons préparés appartiennent aux fluides non
newtoniens rhéofluidifiant. La rhéofluidification désigne le fait, pour un fluide, de « devenir

plus fluide » lorsque la vitesse d'écoulement augmente.

I11. 4. 3. 2. Le pH et la densité des savons préparés
Les résultats de mesure de pH et de la densité des savons préparés (mous et liquides)
sont présentés dans le tableau Ill. 5.

44


https://fr.wikipedia.org/wiki/Fluide_(mati%C3%A8re)

Chapitre 111

Résultats et Discussions

Tableau I11. 5. pH et densité des savons prépareés

Test densité <1 pH aprés une pH apres 2 pH aprés un
Savon semaine semaines mois
S1 - 10.35 10.18 8.17
S2 - 10.21 10.14 8.26
S3 - 10.15 9.90 8.60
S4 - 10.16 9.95 8.77
A+ HE L. 0.9770 10.28 9.80 8.39
A+HEZ.0O.S 0.8537 10.44 9.85 8.36
B 0.9778 10.40 9.85 8.53
C +HEZ.0.Co 0.9733 10.40 9.80 8.55
D 1.0598 10.20 9.61 7.81
E 0.7977 10.38 9.90 8.17
F 0.9704 10.38 9.86 8.65

Le tableau montre qu’apres une semaine le pH du savon mou est trés alcalin et compris entre

10.15- 10.44. Ce pH diminue pour atteindre un pH aux alentours de 8.17- 8.77 au bout d’un

mois.

Ces valeurs de pH sont normales pour ce type de savon puisqu’il est produit par une

saponification a I’hydroxyde de potassium.

I11. 4. 3. 3. Pouvoir moussant

Lorsqu’un important volume de gaz se disperse dans un faible volume de liquide, il y a

formation de mousse. Sachant que la mousse ¢a fait partie de la qualité organoleptique du savon.

Nous avons réalisé donc une expérience afin de classer nos savons selon leur capacité a

mousser et nous avons obtenus les résultats présentés dans la photo I11. 5

Photo I11. 5. Le pouvoir moussant

Nous avons mesuré la hauteur et la durée de la mousse formée dans le temps. Les

résultats obtenus sont présentes dans le tableau I11. 6.
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Tableau I11. 6. La hauteur et la durée de la mousse formée par les savons prépareés

Les savons La hauteur de la mousse La durée de la mousse
(cm)
I’eau distillée (témoin) 0.2 20S

Gel douche (témoin) 3.5 Plus de 4h
agent moussant (témoin) 4.3 Plus de 4h
A 0.6 3h 15min

B 1 2h 40min

C 0.7 3h 10min

D 1 2h 25min

E 1.5 2h 55min

F 0.9 2h 30min

Le tableau montre que les savons E, B, D et F forme une mousse tres importante (0.9-
1.5cm) par rapport aux savons A et C (0.6- 0.7cm) mais avec une faible stabilité dans le temps
(2h 25min — 2h 40min) comparant a celle donnée par les savons A, C et E qui reste stable
jusqu’a 3h 15 et 2h55min, respectivement.

Il est a noter que la mousse obtenue en se lavant les mains, par les savons préparés, est

Iégere et douce (photo 1l1. 6).

Photo III. 6. La mousse formée par le savon aprés I’action mécanique de lavage

I11. 4. 3. 4. Le pouvoir mouillant
Le pouvoir mouillant d’un liquide sur un corps dépend de la tension superficielle de ce
liquide et des forces de cohésion entre le liquide et le corps. L’expérience réalisée est présentée

dans la photo I1I. 7.
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Photo I11. 7. Le pouvoir mouillant des savons liquides prépareés

Le temps que prenne une solution savonneuse pour mouiller un morceau de feutrine est

présenté dans le tableau Il1. 7.

Tableau I11. 7. Le pouvoir mouillant des solutions savonneuses

Les savons Le temps de mouillage (sec)

Eau distillée (témoin) 2
Gel douche (témoin) 2

A 3

B 3

C 2.5

D 2

E 2

F 3.5

On remarque que tous les savons liquides ont un temps de mouillage trés proche a celui
de I’cau distillée et du gel douche (2- 3 sec) et aussi un merveilleux mouillage pour les savons

D et E (2 sec) par contre le savon F présent un faible mouillage (3.5 sec)

I11. 4. 3. 5. Pouvoir émulsifiant :

Grace a son pouvoir émulsifiant, un savon permet d’émulsionner des matiéres organiques
(Taches de graisse, saleté...) insoluble dans 1’eau. Le savon tue ces matiéres en fines
gouttelettes, les met en suspension grace a sa queue lipophile, et forme ainsi des micelles

comme présenter dans la photo 1l1. 8.
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Photo I11. 8. Le pouvoir émulsifiant

Etant deux liquides non miscibles, 1’huile ne se disperse pas a la surface de 1’eau. En
ajoutant a la solution savonneuse des gouttes d’huile, elles se dispersent dans 1’eau en formant
des micelles dont le nombre et la taille dépend du pouvoir émulsifiant du savon étudié. Donc
les résultats obtenus dans notre travail ont montré que :

» Lessavons A, E et F ont permis la formation de nombreuses micelles et de grande taille ;

» Lessavons B, C et D ont permis la formation de quelques micelles

En conclusion, les savons A, E et F possede le meilleur pouvoir émulsifiant que les savons
B,CetD.

II1. 5. L’activité antimicrobienne
IIL 5. 1. L’activité antimicrobienne des huiles essentielles

L’étude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles est réalisée par la méthode
de diffusion sur milieu solide en utilisant différentes souches de réferences. Les résultats sont

présentés dans la photo I11. 9.
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Photo II1. 9. L’activité antimicrobienne des huiles essentielles

Les résultats de mesure de diamétre des zones d’inhibition sont présentés dans le tableau

1. 8.

Tableau III. 8. Le diamétre des zones d’inhibition (mm) des huiles essentielles

HE Z.0.Com | HE Z.0.S HE 2.0.C HE Z.0.F
S. aureus 0 0
S. epidermidis 14 (L. 1) 0
Escherichia coli 0 0
Bacillus subtilis 0 0
Candida albicans 15 (L.I) 0
Saccharomyces cerevisiae 20 (M.1) 0

HE Z.0.Com : huile essentielle de zeste d’orange commerciale ; HE Z.0.S : huile essentielle de zeste d’orange
sec ; HE Z.0.F : huile essentielle de zeste d orange frais.

Le tableau III. 8, montre que 1’huile essentielle de zeste d’orange commerciale a une
tres forte activité inhibitrice contre toutes les bactéries et levures testées, avec des diameétres
d’inhibition allant de 37- 54 mm, sauf contre E. coli et Bacillus subtilis dont elle présente une
activité fortement inhibitrice avec des diamétres d’inhibition de 22mm. De méme, 1’huile
essentielle de zeste d’orange sec présente une trés forte activité inhibitrice contre les levures :
Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae avec des diamétres d’inhibition de 36 et 38mm,
respectivement. Par contre I’huile essentielle de zeste d’orange congelé a un effet modérément
inhibiteur contre la levure Saccharomyces cerevisiae (20mm) et une activité Iégerement
inhibitrice contre S. epidermidis (14mm) et la levure Candida albicans (15mm). Tandis que
I’huile essentielle de zeste d’orange frais n’a donné aucun effet sur toutes les souches

microbiennes étudiées.
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Ces résultats sont dus au fait que I'huile essentielle d'orange commerciale est pure et

possede de grandes quantités de molécules bioactives a savoir limonene, Linalol et a-pinéne.
Par contre les HEs de zestes sec, frais et congelé ne sont pas pures et contiennent des quantités
variables d’eau.

Comparant aux HEs des zestes congelées et fraiches, I'HE des zestes séchés donne une
importante zone d'inhibition car elle contient le moins d'eau et une grande quantité de molécules

bioactives.

IIL. 5. 2. L’activité antimicrobienne des savons préparés
Un savon est doté d’un pouvoir détergent, émulsifiant, moussant... mais pas forcément d’un
pouvoir antibactérien. Dans le cas de notre travail, on a voulu étudié ce parametre aux différents

savons liquides les résultats sont présentés dans la photo 10.

Photo III. 10. L’activité antimicrobienne des différents savons prépares

Le dénombrement des microorganismes apres culture sur milieu solide nous a permis
d’obtenir les résultats présentés dans le tableau III. 9. Ces résultats nous permettent de conclure

que le savons préparés dans notre travail présentent un bon pouvoir antimicrobien.
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Tableau I11. 9. Dénombrement des microorganismes apres lavage avec les différents

savons liquides préparés

Muller Hinton SAB MCA (E. Coli)
(UFC) (UFC) (UFC)

30sec. | Imin | Témoin (-) | 30 sec. Imin | Témoin(-) | 30S | Témoin (-)
A+HEZO.S 102 46 5 0 0
A + HE lavande 92 31 4 0 0

>300 >300 8

C+HEZ.0O.C 106 42 5 0 0
D 126 34 6 0 0
E 94 32 3 0 0

Témoin (-) : avant lavage

On a ¢également effectué¢ le test de l’activité antimicrobienne des savons

liquides

directement sur milieu solide afin de confirmer leur pouvoir antimicrobien. Les résultats

obtenus sont présentés dans la photo I11. 11 et le tableau I11. 10.

Candida albicans

Bacillus subtilis

S. epidermidis

Escherichia coli

Photo III. 11. L’activité antimicrobienne des différents savons liquides préparés

Tableau I11. 10. Dénombrement des microorganismes apres lavage avec les différents
savons liquides préparés

A+ HE L.
A+ HEZ.O.S
C+HEZ.O.C

S. cerevisiae

Le tableau montre que les savons préparés ont une activité antimicrobienne intéressante
et un spectre d’action large.
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I11. 6. Test de consommateur

Les résultats de tests de consommateur sont présentés dans la photo I11. 11 et le tableau 1. 11.

Photo I11. 12. Résultats de test de consommateur

Tableau I11. 11. Résultats du test consommateurs

.G

s peaux Séche Normale Sensible grasse
Savons
A+HE lavande Hydratant - - -
Eclaircissant

A+ HE sec - Hydratant Petite piqure -
Eclaircissant | momentanément

C+HECO - - Hydratant -

Eclaircissant

D - - Petite rougeur -

E Trés Hydratant | Tres Hydratant - -

F - - - Hydratant

Eclaircissant
B (sans additif) Hydratant Hydratant Petite piqure Hydratant
momentanément

Un des volontaires, dont le type de peau est normal, avait un probléme d’asséchement de

la peau apres utilisation de savon, mais apres 1’utilisation du savon mou 3 (S3) pendant 1 moi,

il a remarqué que sa peau est devenue hydratée et besoin étre exfoliée une fois par semaine.

Tous les avis étaient positifs pour tous les savons (avec additif) sauf le savon D qui a

provoqué une petite rougeur momentanement pour la peau sensible. Les consommateurs aux

peaux séches préférent le savon E.
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Conclusion

Les produits antimicrobiens sont généralement utilises pour lutter contre différents germes
bactéries, virus, ...) en particulier les germes pathogenes. Cette opération est plus remarquable
en hygiéne et principalement celle des mains surtout aprés un contact avec les germes ou des
sources véhiculant ces germes.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressées de mettre au point un savon
antimicrobien a base d’huile végétale (huile d’olive) additionné d’huiles essentielles d’Orange
(Citrus limon), lavande, hydrolat d’orange et la Tisane de zeste d’orange pour tester son
efficacité antimicrobienne.

On a préparé 6 savons liquides différents a base de 4 différents savons mous :
- Savon liquide A avec huile essentielle zeste d’orange sec et huile essentielle lavande ;
- Savon liquide B (sans additif) ;
- Savon liquide C avec huile essentielle zeste d’orange congelé ;
- Savon liquide D a la tisane de zeste d’orange frais ;
- Savon liquide E a I’hydrolat d’orange ;
- Savon liquide F a I’hydrolat d’orange.
Notant que la différence entre le savon E et F réside dans la quantité d’hydrolat :
v" Savon E 60 ml d’hydrolat
v" Savon F 190 ml d’hydrolat
Tous les savons obtenus ont une apparence lisse et douce avec une odeur agréable
caractéristique des additifs additionnés.
La caractérisation physicochimique des savons obtenus a montré que leurs :
- pHestde7a8;
- Densité est dans les normes de la pharmacopée européenne (sauf celle du savon D qui
dépasse les normes) ;
- Viscosité diminue avec 1’augmentation de la vitesse de cisaillement, donc ces savons
sont classés dans la catégorie des fluides non newtoniens rhéofluidifiant.
L’¢étude de pouvoir moussant a montré que la meilleure stabilité de mousse est obtenue avec
les savons B, D, E et F (2h 30 a 3h 15min) avec une mousse assez importante de hauteur 0.9 a
1.5cm.
L’étude de leur pouvoir mouillant a permis de montrer que tous les savons ont un temps de
mouillage trés proche a celui de témoin (2- 3 sec) et aussi un merveilleux mouillage pour les

savons D et E.
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Conclusion
Concernant le pouvoir émulsifiant les savons A, E et F possede le meilleur pouvoir

émulsifiant.

Les résultats de I’activité antibactérienne ont montré que I’huile essentielle de zeste d’orange
sec présente une tres forte activité inhibitrice contre les levures : Candida albicans et
Saccharomyces cerevisiae avec des diamétres d’inhibition de 36 et 38mm, respectivement. Par
contre I’huile essentielle de zeste d’orange congelé a un effet modérément inhibiteur contre la
levure Saccharomyces cerevisiae (20mm) et une activité légérement inhibitrice contre S.
epidermidis (14mm) et la levure Candida albicans (15mm). Tandis que I’huile essenticlle de
zeste d’orange frais n’a donné aucun effet sur toutes les souches microbiennes étudiées.

Les résultats de 1’activité antibactérienne, des savons prépares, ont montré qu’ils ont une
importante activité antimicrobienne avec un large spectre d’activité. Donc on peut classer ces
savons comme des savons antiseptiques.

Le test consommateur effectué a la fin de notre travail, a montré que ces savons seront
destinés aux consommateurs possédant une peau normale, seche et sensible.

En perspective on propose de :

+ Faire une analyse comparative entre les compositions majeures des huiles essentielles

de zeste d’orange frais, sec et congel¢ ;

+ Détermination du CMI ;

Identification du type de flores affectées par le savon ainsi que son mode d’action;

F

+ Testez d’autres additifs.
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Annexe

Annexe 1 : Caractéristiques des milieux de culture utilisés
1. Bouillon nutritif
e Domaine d'utilisation
Le bouillon nutritif constitue un milieu d'utilisation générale pour un grand
nombre de microorganismes ne présentant pas d'exigences particulieres. Sa formulation

répond aux directives.

Composition : Formule théorique en g / | d'eau distillée

\ milieu déshydraté (BK003) | 29 \

Principe

Le bouillon nutritif est constitué d'un mélange de Tryptone et d'extrait de viande qui
contribue a la croissance des microorganismes. Le chlorure de sodium est destiné au
maintien de la pression osmotique.
* Préparation

- On commence par peser la quantité nécessaire voulue, 2 g de milieu déshydraté

(BK003) ;

- Aprés, on verse la poudre dans I’erlenmeyer et on ajoute la quantité nécessaire, 250

ml d’eau distille ;

- Puis on agite et on dépose le tout sur plaque chauffante ;

-Lorsque le milieu se met a bouillir, on attend 1min, puis on retire I’erlenmeyer de la

plaque chauffante ;

- On wverse le bouillon dans des tubes a essai ou flacon en verre;

-On stérilise a l'autoclave & 121°C pendant 15 minutes.

Gélose nutritive
e La gélose nutritive ou gélose nutritive ordinaire (GNO) ou encore gélose ordinaire

est un milieu d'isolement non - sélectif.
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e Composition
Formule théorique en g / | d'eau purifiée

| milieu gélose nutritive | 239

e Preparation

- On commence par peser la quantité néecessaire voulue, 23g de poudre ;

- Ensuite la poudre est versée dans un erlenmeyer, et on ajoute la quantité nécessaire
(11 d’eau distillée) ;

- Puis on agite et on dépose le tout sur une plaque chauffante ;

- Lorsque le milieu se met a bouillir pendant 1min on fait retirer I’erlenmeyer de la
plaque chauffante ;

- On verse le milieu dans des tubes a essai ou des flacons en verre ;

- On stérilise a l'autoclave a 121° C pendant 15 minutes.

3. Gélose Mueller - Hinton : C'est un milieu destiné a la réalisation d'antibiogramme.

Composition

Formule théorique en g / | d'eau purifiée

| Milieu Mueller - Hinton | 38 |

e Principe

Sa faible teneur en thymine - thymidine « élément inhibiteur de I'activité des sulfamides
» diminue les phénomenes de repousse autour des disques et permet une meilleure
détermination des diametres d’inhibitions.

Milieu Sabouraud - gélosé (SAB)

Sabouraud Dextrose Agar est un milieu classique non sélectif servant a la culture et la
conservation des champignons pathogénes et non pathogénes. La sélectivité est obtenue
par I'ajout du chloramphénicol. Il est recommandé dans les contréles de stérilité des
produits pharmaceutiques, cosmétiques ou alimentaires.

Composition

Décrite dans la Pharmacopée Européenne
Dextrose 40 ¢
Mélange de Peptone peptique de tissu 10g
animal et de peptone de caséine (1: 1)
Gelose 159
Eau purifiée (distille) 1L

Principe
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Cette gélose est neutralement acide ce qui inhibe la croissance de nombreuses
bactériese

N.B
Le milieu de culture est distribué soit dans des tubes, soit dans des flacons de sirop selon les

besoins, aprés avoir été soigneusement stérilisé.
- Il est préférable de s'assurer que le médiateur n'est pas a plus de 3 cm du couvercle dans le
cas ou le médiateur est agar apres de le mettre a I'autoclave en contenir nom du milieu.

- Si nécessaire, il peut étre conservé au réfrigerateur a une température allant de 2 a 8 degres

Celsius.

Annexé 2 : Les photos des appareils
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Photo 2. L'autoclave (OT 0O12)
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